﻿ - K e Societatea Specialiştilor în Medicină de Laborator DIAGNOSTICUL CLINIC DE LABORATOR MANAGEMENT NAȚIONAL ASMOK ASOCIAȚIA SOCIETĂȚILOR MEDICALE PENTRU CALITATE GRUP DE EDITURI LJ "GEOTAR-Media" dsmok ASOCIAȚIA SOCIETĂȚILOR MEDICALE PENTRU CALITATE DIAGNOSTICUL CLINIC DE LABORATOR GHIDURI NAȚIONALE În două volume Volumul I Redactori șefi Dr med Științe V V Dolgov, membru corespondent RANS, Dr med Științe V V Menșikov Întocmit sub auspiciile Societății Științifice și Practice a Specialiștilor în Medicină de Laborator și Asociației Societăților Medicale pentru Calitate Moscova GRUP DE EDITURI "GEOTAR-Media" UDC - ( ) BBC ya K Orientările naționale sunt recomandate de Societatea Științifică și Practică a Specialiștilor în Medicină de Laborator și de Academia Medicală Rusă de Educație Postuniversitară ca manual pentru formarea postuniversitară a mincinoșilor K Diagnosticare clinică de laborator; conducerea nationala: in volume - T I / ed V V Dolgova, V V Menșikov - M : GEOTAR-Media, - p ISBN - - - - (vol I) ISBN - - - - (gen ) Ghidurile naționale pentru diagnosticarea clinică de laborator au fost elaborate și recomandate de către Societatea Științifică și Practică a Specialiștilor în Medicină de Laborator Clinic Publicația reflectă toate secțiunile cercetării clinice de laborator, prezentate de experți de top ai instituțiilor științifice, educaționale și medicale situate în Centru, Nord-Vest Districtele administrative federale Siberia, Ural, Caucazia de Nord Volumul I cuprinde materiale despre fundamentele științifice și organizarea generală a suportului de laborator pentru asistența medicală din țara noastră, despre tehnologiile analitice și aplicațiile de diagnostic ale celor mai frecvent utilizate studii biochimice, hematologice, coagulologice și citologice în diagnosticul clinic de laborator Împreună cu aceasta, sunt prezentate date moderne despre metode avansate de înaltă tehnologie de diagnosticare de laborator și aplicarea lor într-o serie de condiții - în timpul sarcinii, boli oncologice, tulburări endocrine și boli metabolice ereditare, otrăvire Informațiile prezentate se bazează pe datele literaturii științifice moderne, recomandări ale societăților profesionale de specialiști, standarde de îngrijire medicală, mulți ani de experiență științifică și practică a autorilor Manualul este destinat angajaților laboratoarelor de diagnostic clinic, medicilor din diverse discipline clinice, studenților instituțiilor de învățământ medical Materialele manualului pot fi folosite atât pentru educația medicală de bază, cât și pentru pregătirea postuniversitară UDC - ( ) BBK ya Autorii, editorii și editorii ghidurilor au depus toate eforturile pentru a asigura acuratețea informațiilor furnizate, inclusiv a dozelor de medicamente Având în vedere schimbările constante care au loc în știința medicală, vă recomandăm să specificați dozele de medicamente conform instrucțiunilor relevante Pacienții nu pot folosi aceste informații pentru diagnostic și auto-tratament Drepturile asupra acestei publicații aparțin LLC Publishing Group - "GEOTAR-Media" Reproducerea și distribuirea sub orice formă a unui gasti sau a unei publicații întregi nu poate fi efectuată fără permisiunea scrisă a GEOTAR-Media Publishing Group LLC ISBN - - - - (vol I) ISBN - - - - (gen ) (c) Echipa autorilor, (c) LLC Publishing Group "GEOTAR-Media", (c) LLC Publishing Group "GEOTAR-Media", design, CUPRINS Cuvânt înainte Colaboratori de publicații Metodologia de creație și programul de asigurare a calității Lista abrevierilor și convențiilor Capitolul Suportul de laborator al îngrijirilor medicale V V Menshikov, S V Tsvirenko Subiectul medicinei clinice de laborator Obiectele cercetării clinice de laborator Analize de laborator Forme de organizare a suportului de laborator al îngrijirilor medicale Eficiența obținerii informațiilor de laborator Standardizarea organizării suportului de laborator Criterii de eficacitate a laboratoarelor Capitolul Asigurarea calității și controlul calității cercetării clinice de laborator V V Menshikov, Yu V Pervushin Dispoziții generale Evaluarea fiabilității analitice a metodelor de cercetare Fundamentele controlului calității intralaborator Caracteristicile analitice ale metodelor Reguli pentru stabilirea intervalelor și limitelor de referință Alegerea punctelor limită și influența lor asupra caracteristicii conținutului informațional al studiilor de laborator Evaluarea externă a calității cercetării clinice de laborator V N Malahov Asigurarea comparabilității rezultatelor de laborator M I agrafă pentru rufe capitolul Sisteme informatice de laborator A A Kishkun Metode de înregistrare video digitală Yu Yu Vengerov, T A Starovoitov PE Steriopolo, V V Zaiko Citometrie în flux S V Khaidukov, A V Zurogka, Areg A Totolian, E V Naumova Metode imunochimice de analiză N G Rakova, N S Rytikova Analiză imună multiplex A S Simbirtsev, Areg A Totolyan Diagnosticul clinic molecular A B Chukhlovin, L V Tumbinskaya, V E Kolupaev, N G Rakov Capitolul Cercetare biochimică Enzymes S A Eltaninova, A P Roitman Substraturi si produse ale reactiilor biochimice S A El&ganinova, A P Roitman Proteine individuale O P Shevienko Minerale si electroliti S A El&ganinova Vitamine, mediatori bioactivi S A Elganinova, A P Roitman Markerii schimbului de țesut osos V V Dolgov CUPRINS Capitolul Diagnosticul tulburărilor endocrine A V Selivanova Ptotalamus-glanda pituitară Diagnosticul bolilor tiroidiene Reglarea hormonală a funcției de reproducere a bărbaților Reglarea hormonală a funcției de reproducere a femeii Alți hormoni Capitolul Studii chimice și microscopice ale materialelor biologice Analiza urinei I I Mironova, L A Romanova Studiul fecalelor de către I I Mironova Studiul lichidului cefalorahidian V V Dolgov, I I Mironov Studiul lichidului sinovial V V , Bazarny Studiul fluidelor de efuziune I P Shabalova, T V Dzhangirova Studiul spermatozoizilor de I I Mironova, S A Lugovskaya, N G , Rakova Examinarea sputei I I Mironova, L A Romanova Studiul bilei I I Mironova Capitolul Hematologie de laborator Hematopoieza S A Lugovskaya De bază Cercetari in laborator hematologie S A Lugovskaya, PE MINE Pogtar, V M Pogorelov Modificări reactive ale sângelui (reacții leucemoide) T N Sobolev Anemia S A Lugovskaya, M E Pogtar, S N Suplotov Mielodisplazic sindroame T N Soboleva, S A Lugovskaya Leucemia S A Lugovskaya, M E Pogtar Capitolul I P Shabalova, T V Dzhangirova, K T Kasoyan, V I Novik PE Shapiro Examenul citologic în practica clinică Caracteristicile studiului citologic al bolilor de organe Capitolul Markerii biologici ai tumorilor N E Kushlinsky, E S Gerstein, N S Sergeeva, N V Lyubimova Receptorii hormonilor steroizi - un criteriu de sensibilitate la terapia endocrină Markeri serologici asociați tumorii Markeri tumorali genetici moleculari Utilizarea markerilor genetici moleculari în unele tumori solide Markeri tumorali imunochimici și biochimici Markeri ai remodelării osoase în examinarea pacienților oncologici cu leziuni ale scheletului Capitolul Diagnosticul citogenetic al bolilor cromozomiale М А Ermakova Boli metabolice ereditare E Yu Zakharova E Yu Voskoboev, TELEVIZOR Baidakova, O V Schechter T M Bukina, A M Bukina Proiecție în masă a nou-născuți pentru boli metabolice ereditare S I Kozlova, N A Kuzmigeva, S G Kalinenkov UN Prytkov Capitolul A Zh Gilmanov, T V Vavilov, A N Mamaev Fundamentele funcționării sistemului de hemostază Faza pre-analitică a studiilor hemostazei Componenta trombocitară a hemostazei CUPRINS Legătura plasmatică a hemostazei Metode pentru studiul hemostazei coagulării Capitolul I I Dementieva Cauzele încălcării homeostaziei în timpul intervenției chirurgicale, diagnostic și metodele de corectare a acestora Cauzele încălcărilor homeostaziei la pacienții din secția de terapie intensivă Influența hipoxiei asupra parametrilor metabolici și a echilibrului hidro-electrolitic Diagnosticul de laborator al tulburărilor de homeostazie în afecțiuni acute, insuficiență multiplă de organe, șoc, DIC Capitolul Monitorizarea de laborator în timpul sarcinii N D Fangenko T Yu Ivanets, M L Alekseeva Mecanismul de reglare reciprocă în sistemul "mamă-placenta-făt" Monitorizarea sarcinii Algoritm de monitorizare prenatală Reglarea metabolismului organismelor mamei și fătului Capitolul Eremin, B N Izotov Probleme generale ale analizei chimico-toxicologice Metode fizico-chimice de cercetare Analiza chimico-toxicologică în toxicologie clinică Analiza stupefiantelor Metode private de detectare a substanțelor toxice Capitolul Monitorizarea terapeutică a medicamentelor S L Arsenin Index de subiecte CUVÂNT ÎNAINTE Formarea unui diagnostic și determinarea măsurilor terapeutice pentru un anumit pacient în mintea unui medic are loc ca urmare a analizei informațiilor despre pacient și starea acestuia: colectarea unei anamnezi a bolii, date de examinare medicală, inclusiv auscultare, percuție și alte metode subiective și observație dinamică Dacă boala are manifestări tipice care coincid cu descrierile clasice ale formei corespunzătoare de patologie, aceste informații sunt suficiente pentru a stabili un diagnostic și a prescrie tratament Cu toate acestea, în majoritatea cazurilor, medicul are nevoie de informații mai complete despre starea funcțiilor și structurilor corpului pacientului Clinician proeminent canadian al secolului al XIX-lea William Osler a scris: "Medicina este știința incertitudinii și arta probabilității Unul dintre principalele motive pentru această incertitudine este variabilitatea tot mai mare a manifestărilor oricărei boli " Această incertitudine a fost concepută pentru a reduce metodele obiective de examinare a corpului pacientului Chiar și vindecătorii din antichitate au atras atenția asupra studiului unor astfel de biomateriale precum eliberarea pacienților Organoleptic - pentru culoare, transparență, miros și chiar gust - a fost evaluată urina pacienților (boala "urinei dulci", numită mai târziu diabet zaharat, a fost descrisă în secolul al VI-lea î Hr de medicul indian Sashruta) Uroscopia a fost utilizată pe scară largă: examinarea de către medicul curant a unui vas cu o probă de urină a pacientului concomitent cu numărarea pulsului Gradul de transparență și culoare al acestui biomaterial a fost comparat cu așa-numita roată de uroscopie, o scară empirică pe care a fost comparată culoarea și natura urinei cu o listă de boli Condițiile prealabile pentru perioada științifică de studiu a lichidelor corpului uman prin metode chimice au apărut în secolele XV-XVII în laboratoarele alchimiștilor, iar apoi în lucrările lui Cusantzis și Paracelsus, care au încercat să folosească conceptele chimice în practica medicală Mijlocul secolului al XVII-lea a devenit un punct de cotitură în raport cu metodele de studiu a fluidelor biologice ale pacienților - timpul de trecere de la examinarea lor organoleptică de către un medic la examinarea unui pacient la metode obiective Crearea primului instrument optic, un microscop, de către naturalistul olandez Leeuwenhoek a făcut posibilă vizualizarea celulelor sanguine, a componentelor corpusculare ale urinei și a unor microorganisme și, prin urmare, extinde capacitatea unei persoane de a studia vizual aceste obiecte care nu se pot distinge de cele goale ochi La sfârşitul secolului al XVII-lea Omul de știință englez Robert Boyle a publicat studii asupra sângelui uman folosind metode de distilare chimică disponibile la acea vreme, devenind astfel unul dintre fondatorii chimiei clinice După aceea, Langrish a descris modificări în sângele pacienților cu febră Evident, astfel de lucrări au fost date lui M V Lomonosov motiv să spună: "Un medic fără cunoștințe suficiente de chimie nu poate fi perfect" A fost nevoie de încă două secole pentru ca un sistem de metode obiective de cercetare să apară pe baza dezvoltării generale a științelor naturii Evenimente semnificative pe această cale au fost crearea de către Yu, von Liebig în a primului laborator analitic, publicarea de către acesta a lucrării fundamentale "Chimia animalelor", iar în crearea de către studentul său I Scherer în spitalul din Würzburg (Germania) a "laboratoarelor de chimie clinică" În au fost publicate tabele privind microscopia sedimentului urinar, iar în , un curs de microscopie pentru cercetarea medicală (A Donne) În a fost publicată monografia lui I Scherer "Studii chimice și microscopice în patologie" bazată pe material clinic, care a fost practic primul ghid al diagnosticului clinic de laborator Din , sub redacția lui I Simon, una dintre primele reviste de diagnosticare de laborator "Beitragen fur CUVÂNT ÎNAINTE physiologische und pathologische Chemie und Mikroscopie", ac r - Archr fur physiologische und pathologische Chemie und Mikroscopie În , G von Fehling a dezvoltat un test pentru determinarea glucozei În , J Dubosque a propus un colorimetru, care timp de mulți ani a devenit unul dintre principalele instrumente ale chimiei clinice Aceste evenimente au marcat începutul existenței diagnosticului clinic de laborator ca ramură independentă a medicinei Studiile de laborator au devenit primele tehnologii de diagnostic obiectiv din istoria dezvoltării medicinei, iar specialitatea de laborator a devenit prima în ceea ce privește volumul de informații dintre profesiile specialiștilor în metode de diagnostic obiectiv - radiologi, electrocardiografi, endoscopiști, specialiști în diagnosticul cu ultrasunete Deja în primii ani de existență a laboratoarelor clinice, William Osler a comparat rolul acestora cu valoarea unui bisturiu pentru un medic Timp de un secol și jumătate, specialitatea clinică și de laborator se află în permanență în proces de dezvoltare a capacităților analitice bazate pe percepția a tot mai multe descoperiri și invenții noi în domeniul biologiei, chimiei, fizicii, precum și a aplicațiilor biomedicale ale acestora discipline - biochimie, citologie, microbiologie, imunologie, biologie moleculară etc (Tabelul ) Gama de tehnologii care compun conținutul activităților practice din laboratoare s-a extins semnificativ Microscopia fluidelor biologice și metodele chimice simple, cu care activitatea de laborator a început la mijlocul secolului al XIX-lea, alcătuiesc acum abia o zecime din gama metodelor analitice ale analizei clinice de laborator O gamă largă de metode de cercetare foto-, (fluoro-, luminometrice, electrochimice, liganzi, cromatografice, spectrometrice de masă, biologice moleculare) este la dispoziția unui specialist de laborator modern Până la sfârșitul secolului al XX-lea, aproape toate componentele celulare și chimice ale materialelor biologice care permit unuia sau altul grad de precizie să caracterizeze starea organelor și sistemelor fiziologice ale corpului uman și, prin urmare, prezintă un interes clinic deosebit Tabelul Repere în dezvoltarea diagnosticului de laborator în secolele XIX-XX (după Dati, Metzmann, ) Anii Numele investigatorilor: descrierea studiului - Justus Liebig: dezvoltarea metodelor de analiză chimică cantitativă Jöns Berzelius: a folosit termenul "proteină" (din grecescul proteios - "din prima categorie") - Paul Erpich: recunoașterea mastocitelor, principiile de bază ale imunității, teoriile formării lanțului lateral/anticorpului, specificitatea anticorpilor - Ilya Mechnikov: teoria fagocitozei, teoria imunității celulare Louis Pasteur: Teoria microbiologică a infecției - Robert Koch: reacție la tuberculină, hipersensibilitate de tip întârziat - Jules Bordet: complementul și activitatea anticorpilor în bacterioliză Rudolf Krause: reacție toxină și antitoxină, formarea precipitatului - Karl Landsteiner: descoperirea grupelor de sânge A, B și , concept unitar de antigen și anticorp, imunitate celulară Svante Arrhenius: a inventat termenul de "imunochimie" Loyd Felton și Bailey: natura chimică a anticorpului ca proteină și izolarea acestuia Michael Heidelberg și Forrest Kendall: descrierea reacției imunoprecilitinei Astrid Fagrause: demonstrarea producției de anticorpi în plasma cu celule Albert Koons și Kaplan: dezvoltarea tehnicii de imunofluorescență Richard Gershon și Kondo: descoperirea celulei T supresoare Anii Bruce Glick: limfocitul ca tip de celulă responsabilă pentru imunitatea celulară și umorală Morton Simonsen și Dempster: respingerea rinichilor la câini (implant versus gazdă) PREFAȚĂ Sfârșitul mesei Anii Numele investigatorilor: descrierea studiului - James Watson și Francis Crick: descrierea structurii duble elicoidale a ADN-ului - Jean Dosset: identificarea antigenelor leucocitare umane - Rosalyn Yalow: dezvoltarea unui radioimunotest - Renato Dulbecco: dezvoltarea tehnicilor moderne de cultură tisulară - Rodney Porter și Gerald Edelman; descrierea structurii unui anticorp (IgG) - Noel Werner et al: diferența dintre răspunsurile imune celulare și umorale Giuliana Mancini, Angela Carbonara și Josef Geremans: Cuantificare imunochimică a antigenelor prin imunodifuzie radială unidirecțională Eva Ingvoll și Pelman: dezvoltarea testului imunosorbent legat de enzime (ELISA) - Georg Köhler și Cesar Milstein: dezvoltarea tehnicii hibridomului pentru producerea de anticorpi monoclonali (Mabs) - Frederick Sanger și Walter Gilbert: Tehnici de secvențiere a acidului nucleic - Carey Mullis; dezvoltarea reacției în lanț a polimerazei (PCR) pentru copierea în vrac a ADN-ului Proiectul genomului uman"; publicarea secvenței genomului uman Prezenți anticorpi monoclonali modificați genetic Studiile asupra hormonilor, hemostazei, sistemului imunitar și geneticii moleculare sunt larg răspândite și se dezvoltă rapid Stocul de echipamente al unui laborator clinic modern a fost complet transformat, atât în ceea ce privește tipurile de instrumente, cât și gradul de automatizare Mijloace tehnice din ce în ce mai puternice, cu sensibilitate ridicată, stabilitate, dotate cu dispozitive robotizate, automatizări, calculatoare vin constant în slujba diagnosticului de laborator Extinderea domeniului de aplicare a activităților de laborator și analitice, datorită diversității atât a tehnologiilor în sine, cât și a echipamentelor utilizate, a condus la o creștere semnificativă a cantității de cunoștințe și abilități speciale pe care un specialist de laborator ar trebui să le posede în prezent La rândul său, volumul și conținutul informativ al acelor informații obiective despre starea corpului pacientului examinat, pe care medicina de laborator este gata să le ofere medicului curant, s-a extins semnificativ În prezent, cercetarea de laborator pentru satisfacerea nevoilor clinice a primit o bază științifică solidă pentru medicina de laborator, iar implementarea lor practică a dobândit caracterul unui sistem de furnizare de laborator a asistenței medicale, desfășurat în diverse forme și volume, corespunzătoare nevoilor și capacităților a sistemului de sănătate Această publicație, destinată în primul rând publicului clinic, își propune să ofere o idee despre starea actuală a medicinei de laborator, să ajute medicii curant în selectarea celor mai informative și semnificative analize de laborator și să ofere interpretarea diagnostică a acestora În același timp, manualul oferă și materiale metodologice care sunt destinate specialiștilor din laboratoarele practice de diagnostic clinic O astfel de abordare integrată ne permite să luăm în considerare materialul prezentat din unghiuri diferite și să prezentăm materialul ca referință și analitic Redactori șefi Doctor, med Științe V V Lung Membru corespondent RANS, Dr Miere Științe V V Menșikov PARTICIPANȚI LA EDIȚIE REDACTORI ȘEFI Dolgov Vladimir Vladimirovici - Dr med științe, profesor, șef Departamentul de Diagnostic de Laborator Clinic, SBEE DPO "Academia Medicală Rusă de Educație Postuniversitară", Moscova Menshikov Vadim Vladimirovici - Dr med Științe, profesor, om de știință onorat al Federației Ruse, membru corespondent al Academiei Ruse de Științe Naturale, șef Laboratorul de probleme de diagnosticare clinică și de laborator al Centrului de cercetare al instituției de învățământ bugetar de stat de învățământ profesional superior "Prima Universitate Medicală de Stat din Moscova LOR Sechenov" AUTORI ŞI COMPILATORI Alekseeva Marina Leonidovna - Ph D biol Științe, art științific colaborator laboratorul științific și de diagnostic al Instituției Federale de Stat "Centrul Științific de Obstetrică, Ginecologie și Perinatologie denumit după A I IN SI Kulakov de la Ministerul Sănătății și Dezvoltării Sociale al Rusiei, Moscova Arsenin Serghei Leonidovici - Ph D Miere Sci , șeful Departamentului de laborator al MK LLC, Moscova Bazarny Vladimir Viktorovich - Dr med Sci , Profesor, Departamentul de Laborator Clinic și Diagnosticare Microbiologică, Ural State Medical Academy, Ekaterinburg Baydakova Galina Viktorovna - Art științific colaborator Laboratorul de boli metabolice ereditare al Centrului de Cercetare Genetică Medicală al Academiei Ruse de Științe Medicale, Moscova Belokhvostov Alexander Sergeevich - Dr med Sci , profesor, șef al Serviciului de genetică al Centrului științific și practic de îngrijire medicală pentru copii, șef al Laboratorului de Oncologie Moleculară și Genetică, Instituția Federală de Stat "FNKTs DGOI" a Ministerului Sănătății și Dezvoltării Sociale din Rusia, Moscova Bukina Anna Mikhailovna - științifică colaborator Laboratorul de boli metabolice ereditare al Centrului de Cercetare Genetică Medicală al Academiei Ruse de Științe Medicale, Moscova Bukina Tatyana Mikhailovna - Ph D biol Științe Artă științific colaborator Laboratorul de boli metabolice ereditare al Centrului de Cercetare Genetică Medicală al Academiei Ruse de Științe Medicale, Moscova Vavilova Tatyana Vladimirovna - Dr med Sci , profesor, Departamentul de Diagnosticare Clinică de Laborator, Universitatea de Stat de Medicină de Nord-Vest, Sankt Petersburg Vengerov Yury Yuzefovich - Doctor în Biol stiinte, profesor, conducere științific colaborator laboratorul de imunobiochimie al Institutului de Biochimie UN Bach RAS, Moscova Voskoboeva Elena Iurievna - dr stiinte medicale, Ved științific colaborator Laboratorul de boli metabolice ereditare al Centrului de Cercetare Genetică Medicală al Academiei Ruse de Științe Medicale, Moscova Gershtein Elena Sergeevna - Doctor în Biol Sci , Cercetător principal, Laboratorul de Biochimie Clinică, Centrul Rus de Cercetare a Cancerului N N Blokhin RAMS, Moscova Gilmanov Alexander Zhane II - Dr med științe, profesor, șef Departamentul de Diagnosticare de Laborator, SBEE HPE "Universitatea Medicală de Stat Bașkir a Ministerului Sănătății și Dezvoltării Sociale al Federației Ruse", Ufa Dementieva Inna Iosifovna - Doctor în Biol științe, profesor, șef Laboratorul de diagnosticare expresă al Instituției de Stat "Centrul Științific Rus de Chirurgie al Academiei Ruse de Științe Medicale", Moscova Dzhangirova Tatyana Vladimirovna - Ph D Miere Sci , profesor asociat, Departamentul de Diagnostic de Laborator Clinic, Academia Medicală Rusă de Educație Postuniversitară, Moscova Elchaninova Svetlana Aleksandrovna - Dr Biol științe, profesor, șef Departamentul de Biochimie și Diagnosticare de Laborator, Universitatea de Stat de Medicină din Altai Barnaul PARTICIPANȚI LA EDIȚIE Eremin Serafim Kuzmich - Art preda, colaborator, art Lector, Departamentul de toxicologie analitică și criminalistică, SBEI HPE "Prima Universitate Medicală de Stat din Moscova numită după I I LOR Sechenov " Ermakova Marina Aleksandrovna - dr Miere Sci , Asistent universitar, Departamentul de Genetică Medicală, Academia Medicală Rusă de Educație Postuniversitară, Moscova Zaiko Victoria Vitalievna - Ph D biol Științe, ml științific colaborator laboratorul de imunobiochimie al Institutului de Biochimie UN Bach RAS, Moscova Zaharova Ekaterina Yurievna - dr Miere stiinte, cap Laboratorul de boli metabolice ereditare al Centrului de Cercetare Genetică Medicală al Academiei Ruse de Științe Medicale, Moscova Zurochka Alexander Vladimirovici - Dr med științe, profesor, șef curs de diagnosticare clinică de laborator al SBEE HPE "Academia Medicală de Stat Chelyabinsk" Ivanets Tatyana Yuryevna - dr , med Sci , șeful Laboratorului Științific și Diagnostic al Instituției Federale de Stat "Centrul Științific de Obstetrică, Ginecologie și Perinatologie denumit după V I IN SI Kulakov de la Ministerul Sănătății și Dezvoltării Sociale al Rusiei, Moscova Izotov Boris Nikolaevici - doctor în chimie, științe, profesor, șef Departamentul de toxicologie analitică și criminalistică, SBEE HPE "Prima Universitate Medicală de Stat din Moscova numită după I I LOR Sechenov" Kalinenkova Svetlana Georgievna - dr biol Științe cap laborator de genetică MONIKI le Vladimirski, Moscova Kasoyan Karine Timurovna - Ph D Miere Sci , Asistent universitar, Departamentul de Diagnostic de Laborator Clinic, Academia Medicală Rusă de Educație Postuniversitară, Moscova Kishkun Aleksey Alekseevici - Dr med Sci , Profesor al Departamentului de Biochimie Medicală, SBEE DPO "Academia Medicală Rusă de Educație Postuniversitară", Moscova Kozlova Svetlana Ivanovna - Dr med Sci , Profesor, Departamentul de Genetică Medicală, Academia Medicală Rusă de Educație Postuniversitară, Moscova Kolupaev Vsevolod Evgenievici - dr Miere Sci , Product Manager, BIO-RAD Laboratory LLC, Moscova Kuzmicheva Nelli Alekseevna - dr biol Sci , Profesor asociat, Departamentul de Genetică Medicală, Academia Medicală Rusă de Educație Postuniversitară, Moscova Kushlinsky Nikolai Evgenievici - Dr med Științe, profesor, membru corespondent al Academiei Ruse de Științe Medicale, șef Laboratorul de Biochimie Clinică RCRC numit după N I N N Blokhin RAMS; cap Departamentul de Biochimie, SBEE HPE "Universitatea de Stat de Medicină și Stomatologie din Moscova" Lugovskaya Svetlana Alekseevna - Dr med Sci , profesor, Departamentul de Diagnostic de Laborator Clinic, Academia Medicală Rusă de Educație Postuniversitară, Moscova Lyubimova Nina Vasilievna - Doctor în Biol Sci , Cercetător principal, Laboratorul de Biochimie Clinică, N N Blokhin RAMS, Moscova Malahov Vladimir Nikolaevici - Doctor în Biol Sci , profesor, șef al departamentului de standardizare și control al calității al diagnosticului de laborator clinic al instituției de stat federale Centrul de cercetare de stat pentru medicină preventivă, director general al NP "Centrul de control extern al calității", Moscova Mamaev Andrei Nikolaevici - Dr med stiinte, cap laborator de hemostază al Instituției Municipale de Sănătate "Spitalul Orășenesc Nr ", Barnaul, str științific colaborator Filiala Altai a Instituției de Stat "Centrul de Cercetare Hematologică al Academiei Ruse de Științe Medicale" PARTICIPANȚI LA EDIȚIE unsprezece Mironova Irina Ivanovna - dr Miere Sci , profesor asociat, Departamentul de Diagnostic de Laborator Clinic, Academia Medicală Rusă de Educație Postuniversitară, Moscova Naumova Elena Vladimirovna - dr Miere Sci , Asistent universitar, Departamentul de Diagnostic de Laborator Clinic, Academia Medicală Rusă de Educație Postuniversitară, Moscova Novik Viktor Ivanovici - Dr med Sci , profesor, șef al grupului de oncocitologie, Institutul de Cercetare de Oncologie al Instituției Federale de Stat, Sankt Petersburg Pervushin Iuri Vladislavovich - Ph D Miere științe, profesor, șef Departamentul de Diagnostic de Laborator Clinic, Institutul de Învățământ Postliceal și Suplimentar, Academia Medicală de Stat Stavropol Pogorelov Valeri Mikhailovici - Dr med științe, profesor, șef Laboratorul de hemocitologie al Centrului de Cercetare Hematologică al Academiei Ruse de Științe Medicale, Moscova Poștașul Margarita Evghenievna - dr Miere Sci , profesor asociat, Departamentul de Diagnostic de Laborator Clinic, Academia Medicală Rusă de Educație Postuniversitară, Moscova Prișcepa Mihail Ivanovici - Ph D tehnolog, științe, președinte al CJSC "Analitica" Rakova Natalya Gennadievna - Ph D Miere Sci , profesor asociat, Departamentul de Diagnostic de Laborator Clinic, Academia Medicală Rusă de Educație Postuniversitară, Moscova Roytman Aleksandr Pol'evich - Candidat la științe medicale, profesor asociat al Departamentului de Diagnostic de Laborator Clinic, Academia Medicală Rusă de Educație Postuniversitară, Moscova Romanova Lyudmila Andreevna - dr Miere Sci , profesor asociat, Departamentul de Diagnostic de Laborator Clinic, Academia Medicală Rusă de Educație Postuniversitară, Moscova Rytikova Natalia Stanislavovna - dr biol Sci , Șef al Departamentului de imunoanaliza enzimatică, CJSC BioChemMac, Moscova Selivanova Anna Vladimirovna - Ph D Miere sci , endocrinolog, GKB im S P Botkin, Moscova Sergeeva Natalia Sergeevna - Dr Biol științe, profesor, șef laborator pentru prezicerea eficacității tratamentului conservator al tumorilor al Instituției Federale de Stat "Institutul de Cercetare Oncologie din Moscova, numit după I I P A Herzen" Simbirtsev Andrei Semenovici - Dr med științe, profesor, șef Laboratorul de farmacoimunologie al Institutului de Cercetare de Stat a Biopreparatelor de înaltă puritate al Agenției Federale Medicale și Biologice din Rusia, Sankt Petersburg Skuin Lyudmila Mikhailovna - Ph D Miere Sci , Profesor asociat, Departamentul de Imunologie, Academia Medicală Rusă de Educație Postuniversitară, Moscova Soboleva Tatyana Nikolaevna - Ph D Miere Sci , Profesor asociat, Departamentul de Diagnostic de Laborator Clinic, Universitatea Națională de Cercetare Medicală din Rusia, Moscova Starovoitova Tatyana Avenirovna - Dr med Științe, doctor în categoria cea mai înaltă, șef Laboratorul Clinic și Diagnostic al Instituției Naționale de Sănătate Spitalul Clinic Central Nr al Căilor Ferate Ruse SA, Moscova Steriopolo Nika Aleksandrovna - dr biol Sci , medic de cea mai înaltă categorie, șef al Laboratorului de Diagnostic Clinic al Instituției Federale de Stat "Spitalul Clinic" al Administrației Președintelui Federației Ruse, Moscova Suplotov Serghei Nikolaevici - Dr med științe, profesor, șef Departamentul de Diagnostic de Laborator Clinic, SBEE HPE "Academia Medicală de Stat Tyumen" Tarasenko Olga Anatolyevna - dr Miere stiinte, deputat Medic șef al FGUZ "Centrul șef de igienă și epidemiologie" al Agenției Federale Medicale și Biologice din Rusia, Moscova PARTICIPANȚI LA EDIȚIE Totolian Areg Artemovici - Dr med stiinte, profesor, deputat Director al FBUN "Institutul de Cercetare Pasteur de Epidemiologie și Microbiologie din Sankt Petersburg" Tumbinskaya Lidiya Viktorovna - Ph D biol stiinte, deputat Director pentru Dezvoltare CJSC NPF DNA-Tehnologie Moscova Fanchenko Nikolay Dmitrievich - Dr Biol Sci , Profesor, Consultant al Laboratorului Științific și Diagnostic al Instituției Federale de Stat "Centrul Științific de Obstetrică, Ginecologie și Perinatologie denumit după V I IN SI Kulakov de la Ministerul Sănătății și Dezvoltării Sociale al Rusiei, Moscova Khaidukov Sergey Valerievich - Doctor în Biol stiinte, cap laborator Fiziologia și Patologia Sistemului Imunitar Instituția Federală de Stat Centrul Federal Științific și Practic de Hematologie Pediatrică, Oncologie și Imunologie din Roszdrav; Specialist în citofluorometrie în flux, Bekmen Kulter LLC, Moscova Tsvirenko Sergey Vasilyevich - doctor în științe medicale, profesor, șef Departamentul de Laborator și Diagnostic Microbiologic, Academia Medicală de Stat Ural, Ekaterinburg Chukhlovin Aleksey Borisovich - Dr med Sci , Profesor al Departamentului de Diagnosticare Clinică de Laborator cu un Curs de Medicină Moleculară, SBEE HPE St Petersburg State Medical University numită după I I Academician I P Pavlov din Roszdrav" Shabalova Irina Petrovna - Dr med Sci , profesor, Departamentul de Diagnostic de Laborator Clinic, Academia Medicală Rusă de Educație Postuniversitară, Moscova Shapiro Naum Abramovici - Dr med Sci , profesor, doctor onorat al Federației Ruse, Laboratorul de Citologie al Spitalului Clinic Central nr al JSC Căile Ferate Ruse, Moscova Şevcenko Olga Pavlovna - Dr med Sci , profesor, director adjunct al instituției federale de stat "Centrul științific pentru transplantologie și organe artificiale", Moscova Shekhter Olga Vladimirovna - Ph D chimic Științe, art preda, colaborator Laboratorul de boli metabolice ereditare al Centrului de Cercetare Genetică Medicală al Academiei Ruse de Științe Medicale, Moscova METODOLOGIA DE CREAȚIE ȘI PROGRAM DE ASIGURARE A CALITĂȚII Ghidurile naționale este prima serie din Rusia de ghiduri practice pentru specialitățile medicale, care include toate informațiile de bază de care are nevoie un medic pentru activități practice și educație medicală continuă Spre deosebire de majoritatea celorlalte ghiduri, ghidurile naționale acordă o atenție egală prevenirii, diagnosticării, farmacoterapiei și tratamentului non-farmacologic al bolilor De ce sunt necesare linii directoare naționale? Dezvoltarea dinamică a științei medicale, introducerea rapidă a noilor metode de înaltă tehnologie de diagnostic și tratament în practica clinică impun medicului să-și îmbunătățească continuu profesionalismul și să își actualizeze cunoștințele de-a lungul vieții sale profesionale Această problemă este rezolvată de sistemul de învățământ postuniversitar și de certificare periodică a specialiștilor doar parțial Volumul în creștere rapidă de informații medicale științifice impune cerințe speciale asupra calității manualelor educaționale și de referință utilizate, mai ales ținând cont de introducerea realizărilor medicinei bazate pe dovezi în practica clinică pe scară largă Manualele pentru medici și cărțile de referință farmacologice disponibile astăzi nu răspund pe deplin nevoilor moderne ale publicului medical Mai jos este o descriere a cerințelor care au fost dezvoltate în timpul pregătirii Ghidurilor Naționale pentru Diagnosticarea Clinică de Laborator, precum și activitățile de suport de laborator a asistenței medicale CONCEPTUL ȘI MANAGEMENTUL PROIECTULUI Pentru a lucra la proiect, a fost creat un grup de management format din șef și manageri de proiect Pentru a dezvolta conceptul și sistemul de management al proiectelor, liderii săi au avut multe consultări cu experți interni și străini - șefi de societăți profesionale, dezvoltatori de top de metode analitice și de diagnosticare, ghiduri clinice, organizatori de asistență medicală, reprezentanți ai companiilor producătoare de echipamente medicale de laborator și alte mijloace de analize clinice de laborator Ca urmare, s-a elaborat conceptul proiectului, s-au formulat etapele, s-au determinat succesiunea și termenele lor, s-au elaborat cerințele pentru etape și interpreți; instrucțiuni și metode de control aprobate ŢINTĂ Să ofere medicului toate informațiile actualizate în domeniul diagnosticului clinic de laborator necesare pentru educația medicală continuă, ceea ce va îmbunătăți semnificativ calitatea asistenței medicale de specialitate în Federația Rusă SARCINI • Analizați toate sursele curente de informații fiabile de înaltă calitate • Pe baza datelor obținute, alcătuiți materiale de sinteză, ținând cont de particularitățile asistenței medicale naționale în următoarele domenii: ❖ tehnologii analitice de laborator; ❖ ghiduri clinice pentru utilizarea testelor de laborator; ❖ algoritmi de diagnosticare de laborator; ❖ monitorizarea medicamentelor terapeutice METODOLOGIA DE CREAȚIE ȘI PROGRAMUL DE ASIGURARE A CALITĂȚII • Pregătiți o publicație care să îndeplinească toate cerințele moderne pentru ghidurile naționale pentru o anumită specialitate PUBLIC Ghidurile Nationale pentru Diagnosticarea Clinica de Laborator sunt destinate medicilor de diagnosticare clinica de laborator, medicilor de diferite specialitati clinice, stagiari, rezidenti, studenti ai institutiilor de invatamant medical Compilatorii și editorii au adus materialele autorului în conformitate cu condițiile practicii clinice de specialitate din Rusia ETAPE DE DEZVOLTARE Crearea unei echipe de management și a unei echipe de dezvoltare, redactarea unui concept, alegerea subiectelor, căutarea literaturii, dezvoltarea materialelor protejate prin drepturi de autor, expertiză, editare, revizuire independentă cu feedback din partea recenzenților (specialiști, practicieni, organizatori de asistență medicală, producători de instrumente de analiză de laborator, medicale) echipamente etc ), publicare, implementare, feedback și îmbunătățiri ulterioare CONŢINUT Ca toate cărțile din serie, Ghidurile naționale pentru diagnosticarea clinică de laborator include o descriere a formelor clinice și anatomice ale diferitelor boli, metode de diagnostic și tratament DEZVOLTATORII • Autorii-compilatorii sunt medici practicanți, angajați ai instituțiilor de cercetare și de învățământ din Rusia, șefi de departamente; • redactori-șefi - Dr med științe, prof V V Dolgov, cap Departamentul de Diagnostic de Laborator Clinic al Academiei Medicale Ruse de Educație Postuniversitară; dr med Științe, prof , membru corespondent al Academiei Ruse de Științe Naturale V V Menshikov, cap Laboratorul de Probleme de Diagnostic de Laborator Clinic al Primei Universități Medicale din Moscova numită după I I LOR Sechenov; • ear editors și revieweri - experți de top în diverse ramuri ale medicinei de laborator; • redactori ai editurii - medici cu experiență de minim ani în editură; • manageri de proiect - cu experiență în gestionarea proiectelor cu un număr mare de participanți cu un interval de timp limitat pentru creare, deținând metodologia de creare a ghidurilor medicale de specialitate Tuturor specialiștilor li s-a oferit o descriere a proiectului, formatul articolului, instrucțiuni pentru compilarea fiecărui element de conținut, surse de informații și instrucțiuni pentru utilizarea acestora și un exemplu pentru fiecare element de conținut Instrucțiunile pentru compilatori au indicat necesitatea confirmării eficacității (beneficiului / prejudiciului) intervențiilor în surse independente de informații, inadmisibilitatea mențiunii oricăror denumiri comerciale Sunt date denumirile internaționale (necomerciale) ale medicamentelor, care au fost verificate de redactorii editurii conform Registrului de stat al medicamentelor (de la iulie ) În cerințele pentru autori-compilatori, s-a subliniat că materialele trebuie să răspundă pe scurt și în mod specific la întrebări clinice După editare, textul a fost convenit cu autorii Cu toți dezvoltatorii, managerul de proiect și editorii responsabili au menținut o comunicare continuă prin telefon și e-mail pentru a rezolva problemele operaționale METODOLOGIA DE CREAȚIE ȘI PROGRAM DE ASIGURARE A CALITĂȚII REZULTAT Ghidurile Nationale pentru Diagnosticarea Clinica de Laborator intr-o forma comoda si accesibila contine toate informatiile necesare activitatilor practice si formarii medicale continue PUBLICITATE Instrucțiunile pentru autori, editori științifici și recenzori au subliniat necesitatea de a utiliza numai surse de încredere de informare atunci când se lucrează la ghidul național, independent de opinia producătorilor de instrumente de analiză de laborator și echipamente medicale, care în cele din urmă au asigurat absența informațiilor promoționale în materialele autorului ghidului COMPACT DISC "CONSULTANTUL DOCTORULUI DIAGNOSTICUL CLINIC DE LABORATOR" În cadrul proiectului "Diagnosticare clinică de laborator Conducerea națională" a pregătit și un sistem electronic de informare și educație "Consultant al medicului Diagnostice de laborator clinic" (pe CD) Sistemul conține textul ghidurilor naționale, standardele aprobate de Ministerul Sănătății și Dezvoltării Sociale din Rusia și alte materiale suplimentare Programul este echipat cu un sistem unic de căutare Informații despre sistemul informatic electronic "Consultant doctor Diagnostice de laborator clinic" se poate obține la telefon: ( ) - - ; prin e-mail: bookpost@geotar ru, precum și pe site-ul: www geotar ru PĂRERE Comentarii și urări cu privire la pregătirea cărții "Diagnostice de laborator clinic Conducerea națională" poate fi trimisă la adresa: Moscova, st Sadovnicheskaya, , clădirea ; adresa de e-mail, info@asmok ru Astfel, Ghidul Național pentru Diagnosticarea Clinică de Laborator într-o formă convenabilă și accesibilă conține toate informațiile necesare activităților practice și educației medicale continue în diagnosticul clinic de laborator Toate materialele de mai sus sunt recomandate de Societatea Științifică de Diagnosticare de Laborator Clinic și de institutele de cercetare de top Ghidurile naționale pentru diagnosticarea clinică de laborator vor fi revizuite și actualizate în mod regulat cel puțin o dată la - ani Informații suplimentare despre proiectul Ghidurilor naționale pot fi obținute pe site-ul web: http://nr asmok ru LISTA DE ABREVIERI ȘI SIMBOLURI * - semnul unui medicament care nu are denumire comună internațională ѵ - produsul medicinal nu este înregistrat în Federația Rusă (r) - produsul medicinal a fost anulat în Federația Rusă, adică excluse din Registrul de Stat al Medicamentelor -DHT - -dehidrotromboxan AST / VKA - coagulare activată Urne, timpul de coagulare a sângelui întreg la activarea fazei de contact aPCR - rezistența la proteina C activată, rezistența factorului V la proteina C activată aPTT / APTT - timp de tromboplastină parțială activată, timp de tromboplastină parțială activată BNP - peptida natriuretică cerebrală BE - exces de baze excesul de baze tampon CD - cluster de diferențiere CDKI - inhibitor al kinazei dependente de ciclină, inhibitor al kinazelor dependente de ciclină Cler - clearance-ul extrarenal Cig - clearance-ul renal Cit - garda totala la sol Cssmax - concentrație maximă de echilibru Cssmin este concentrația minimă de echilibru Co - concentrație inițială aparentă CTAD - citrat de sodiu, adenozină, teofilină și dipiridamol STAR-Sh - peptida III care activează țesutul conjunctiv, o peptidă care activează țesutul conjunctiv DDU - unitate D-dimeri, unități D-dimeri dRVVT - Testul Russel Viper Venom diluat, Testul Russel Viper Venom diluat E - estradiol E - estriol F este fracția molară biodisponibilă FEU - unități echivalente de fibrinogen, unități echivalente de fibrinogen GP - glicoproteină GRP - peptidă care eliberează gastrină HbO , HbCO, MetHb - fracții de hemoglobină: oxi-, carboxi-, methemoglobin HbA c - hemoglobină glicata hs-CRP - nivelul de proteină C-reactivă, determinat printr-o metodă foarte sensibilă Ig - imunoglobulina ISTH - Grupul de cercetare a anticorpilor dependenți de fosfolipide și BA Ka este constanta vitezei de absorbție KST - timpul de coagulare a caolinului, timpul caolinului KeI - constanta vitezei de eliminare MAPK - sistem de protein kinaze activate de mitogeni PAI- / PAI- - inhibitor al activatorului de plasminogen , inhibitor al activatorului de plasminogen PB - fracția molară care leagă proteinele PBP - proteina de bază a trombocitelor, principala peptidă a trombocitelor RS - proteina C, proteina C PCT - procalcitonina PCT - crit plachetar, trombocrit PDGF - factor de creștere derivat din trombocite LISTA ABREVIERILOR ȘI SIMBOLULOR PDW - distribuția trombocitelor cu, lățimea histogramei volumului trombocitelor, gradul de anizocitoză plachetar proBNP - prohormonul peptidei natriuretice ale creierului RT / PV - timp de protrombină, timp de protrombină pO pCO? - tensiunea oxigenului, dioxidului de carbon RIA - radioimmunoassay, radioimmunoassay RVV - Russel viper Vepot, veninul de viperă al lui Russell SCC - antigenul carcinomului cu celule scuamoase SHBG - Globulina de legare a steroizilor sexuali SSCP - polimorfismul conformației monocatenare, polimorfismul conformațional al fragmentelor de ADN monocatenar SB - exces de bază standard sO , svO,, saO - saturația sângelui (venoasă, arterială) cu oxigen TF - factor tisular tPA - țesut activator de plasminogen, activator de plasminogen tisular UBC - Cancerul vezicii urinare Vd - volumul de distribuție a-HBDG - a-hidroxibutirat dehidrogenază ApoA- - apoliproteină A-I ApoA-P - apoliproteina A-P AA - anemie aplastică ABC - timpul de coagulare activat ADH - hormon antidiuretic ADP - adenozin difosfat AIHA - anemie hemolitică autoimună ANT - tiroidita autoimună ACTH - hormon adrenocorticotrop ALT - alanina aminotransferaza Anti-rec TSH, a-RTSH - anticorpi la receptorul TSH APG - analizor de indicatori de hemostază APTI - puncție de aspirație cu un ac fin ACE - enzima de conversie a angiotensinei ASA - acidurie arginino-succinică ASC - analizor de coagulare a sângelui ASL- - antistreptolizin- AST - aspartat aminotransferaza AT - antitrombina ATP - adenozin trifosfat ATPPC - propeptide aminoterminale ale procolagenului de tip I AT-TG - anticorpi la tiroglobulina)? ATTK - telopeptide aminoterminale de colagen de tip I APA - anticorpi antifosfolipidici AFP - o'-fetoproteină APS - sindromul antifosfolipidic ACD - anemie a bolii cronice APTT - timpul parțial de tromboplastină activat BAL - lavaj bronhoalveolar BGL - limfocite granulare mari i' BFU-E - unități formatoare de explozie ale eritropoiezei i PRP - plasma săracă în trombocite L , - BTC - boala lanțului greu LA - anticoagulant lupus ON - leucemie cu celule păroase LISTA ABREVIERILOR ȘI SIMBOLULOR EQA - evaluarea externă a calității CM - malformații congenitale HPV - papilomavirus uman VS - standarde de apă WBC - timpul de coagulare a sângelui întreg WF - factorul intern al Castelului VCR - înregistrare video digitală HPLC - Cromatografie gazoasă de înaltă performanță G- -PD - glkzhose- -fosfat dehidrogenază GAG - glicozaminoglicani GALA - galactokinaza GALT - galactoza- -fosfatur idiltransferaza GALE - uridildifosfogalactoza- -epimeraza HPA - hipotalamo-hipofizo-suprarenal GGT - y-glutamil transpeptidaza GLC - cromatografie gaz-lichid G-CSF - factor de stimulare a coloniilor de granulocite GM-CSF - factor de stimulare a coloniilor de granulocite-macrofage GnRH - gonadoliberină GOL - galactosil oxilizina SHBG - globulina de legare a hormonilor sexuali GTT - test de toleranță la glucoză HFA - hiperfenilalaninemie GC - cromatografie gazoasă GC/MS - cromatografie gazoasă/spectrometrie de masă GC/PI - Cromatografie de gaze/Ionizare plasmatică HCC - carcinom hepatocelular BBB - bariera hemato-encefalică DIC - coagulare intravasculară diseminată HBP - hiperplazie benignă de prostată DHEA-S - sulfat de dehidroepiandrosteron DO - livrarea de oxigen DPID - deoxipiridinolină DT - detector termoionic DTG - gușă toxică difuză RTD - Detector de conductivitate termică DU - nivelul de discriminare DEA - dehidroepiandrosteron DEZ - detector de captare a electronilor IDA - anemie cu deficit de fier LLE - extracție lichid-lichid GIT - tractul gastrointestinal LC-MS - cromatografie lichidă-spectrometrie de masă HPLC - Cromatografie lichidă de înaltă performanță PAI - inhibitor al activității plasminogenului IHD este boala coronariană IVL - ventilație pulmonară artificială IHC - imunohistochimic IL - interleukina IMA - indicele anomaliilor multiple IML - cercetare la locul tratamentului IOC - cromatografie cu schimb ionic IRT - tripsinogen imunoreactiv LISTA ABREVIERILOR ȘI SIMBOLULOR INS - indicele de maturare a neutrofilelor ISE - indicele de maturare a eritrocariocitelor TIZ - indicele de teratozoospermie IF - imunofluorescență ELISA - imunotest enzimatic IGF- - factor de creștere asemănător insulinei ICA - analiză imunochimică ICL - test imunochimiluminiscent KDL - laborator de diagnostic clinic CK - creatin kinaza CL - cardiolipină COD - presiunea coloid osmotică a plasmei CFU - unități formatoare de colonii CFU-G - unitate formatoare de colonii a granulocitopoiezei CFU-GM - unitate formatoare de colonii a granulomonocitopoiezei CFU-GEMM - unitate formatoare de colonii de granulocite-eritrocite-macrofage-megacariocitare CFU-E - unități formatoare de colonii ale seriei eritroide KOS - stare acido-bazică CRC - cancer colorectal LCR - factor de stimulare a coloniilor CT - tomografie computerizată CTA - Analiza Clinică Toxicologică CTPPK - propeptide carboxiterminale de tip I procolagen KTR - dimensiunea coccix-parietală CTTC - telopeptide carboxiterminale de colagen de tip I AP - fosfatază acidă KShP - izoenzima osoasa a fosfatazei alcaline LA - aglutinare cu latex LSD - boli de stocare lizozomală LH - hormon luteinizant LDH - lactat dehidrogenază LIS - sistem informatic de laborator LP - lipoproteină HDL - lipoproteine de înaltă densitate L PIP - lipoproteine de joasă densitate VLDL - lipoproteine cu densitate foarte mică LU - ganglioni limfatici MA - anticorpi monoclonali MAO - monoaminoxidază MDS - sindrom mielodisplazic MIN - indice de sensibilitate internațional SCLC - cancer pulmonar cu celule mici MMP - metaloproteinaze de matrice INR - raport internațional normalizat MOD - volumul minutelor de respirație MPO - mieloperoxidază MS - detector selectiv de masă NAD - nicotină midadenină dinucleotidă IBO - boli metabolice ereditare NSCLC - cancer pulmonar fără celule mici DAR - raport normalizat NSE - enolaza neurospecifică LISTA ABREVIERILOR ȘI SIMBOLULOR NTW - saturația transferinei cu fier NPH - cromatografie în fază normală NHL - limfom non-Hodgkin od - insuficiență respiratorie acută TIBC - capacitatea totală de legare a fierului IMA - infarct miocardic acut OK - osteocalcina OL - leucemie acută ALHF - insuficiență ventriculară stângă acută ALL - leucemie limfoblastică acută TM - markeri tumorali OM L - leucemie mieloidă acută CVA - accident vascular cerebral acut OD - densitate optică OP - hidroxiprolină LR - raportul de probabilitate DESCHIS - insuficiență hepatică acută ARHF - insuficienta ventriculara dreapta acuta AKI - insuficiență renală acută ARVI - infecție virală respiratorie acută AHF - insuficiență cardiacă acută OFC - cromatografie în fază inversă BCC - volumul sanguin circulant PABA - acid para-aminobenzoic PASA - acid para-aminosalicilic PT - timpul de protrombină PDT - document de testare primar PDF - produse de degradare a fibrinei PDF/PDf - produse de degradare a fibrinei și a fibrinogenului PID - piridinolină PNH - hemoglobinurie paroxistică nocturnă PO - raportul protrombină PO - consumul de oxigen LPO - peroxidarea lipidelor PON - insuficiență multiplă de organe Pr - proteina S PRL - prolactina PSA - antigen specific prostatic PSMA - antigen de membrană specific prostatei PTH - hormon paratiroidian PF IA - fluoroimmunoassay de polarizare PCR - reacție în lanț a polimerazei RA - receptor de androgeni RA - anemie refractară RAEB - anemie refractară cu exces de blaști RAKS - anemie refractară cu sideroblaste în formă de inel RG - receptor de glucocorticoizi RDS - sindromul de detresă respiratorie RIA - analiza radioizotopilor BC - cancer de sân BC - cancerul vezicii urinare RNHA - reacție de hemaglutinare indirectă a ARN - acid ribonucleic LISTA ABREVIERILOR ȘI SIMBOLULOR RNP-plasma - plasmă normală de referință RP - receptor de progesteron RPHA - reacție de hemaglutinare directă PCa - cancer de prostată RSK - reacție de fixare a complementului RTC - cancer de colon RFMK - complexe solubile fibrină-monomer RCMD - citopenie refractară cu displazie multicreștere CC - cancer de col uterin RE - receptor de estrogen CEA - antigenul embrionar al cancerului RES - sistem reticuloendotelial EGFR - receptorul factorului de creștere epidermic OC - cancer ovarian DM - diabet zaharat SF - lichid sinovial FFA - acizi grași liberi CI - indicele cardiac LES - lupus eritematos sistemic HSC - celule stem hematopoietice GFR - rata de filtrare glomerulară SMF - sistem de fagocite mononucleare VSH - viteza de sedimentare a eritrocitelor SIDA - Sindromul Imunodeficienței Dobândite SRV - proteina C-reactiva STH - hormon somatotrop MCC - coeficientul citochimic mediu TK - triiodotironina T - tiroxina TBG - globulină trofoblastică TV - timp de trombină TVP - grosimea spațiului gulerului TG - tiroglobulina TG - trigliceride TKPB - biopsie capilară cu ac fin TDM - monitorizarea medicamentelor terapeutice TMB - tetrametilbenzidină TPO - tiroperoxidază Tr - troponina TRH - hormon de eliberare a tirotropinei TCAt - anticorpi de stimulare a tiroidei TSH - globulină care leagă tiroxină TSI - imunoglobulină care stimulează tiroida TSPA - prealbumină care leagă tiroxină TLC - cromatografie în strat subțire TSH - hormon de stimulare a tiroidei TTP - purpură trombotică trombocitopenică TGF - factor de creștere transformator TESG - proteina de legare a testosteronului-estradiol Ultrasunete - Ultrasunete UO - utilizarea oxigenului Clasificare FAB - Clasificare franco-american-britanica PV - factorul von Willebrand lista de ABREVIERI ȘI SIMBOLURE FDC - celule dendritice foliculare PI - fosfatidilinozitol FA - acid folic PKU - fenilcetonurie FM - monomeri de fibrină TNF - factor de necroză tumorală FPIA - imunotest de polarizare fluorescentă PS - fosfatidilserina FSVOK - Sistem federal de evaluare externă a calității FSH - hormon foliculostimulant FSK - factor de celule stem PEA - Fosfatidiletanolamină PMT - tuburi fotomultiplicatoare HCAB - boala hemaglutinină rece hCG - gonadotropină corionică umană LLC - leucemie limfocitară cronică XM - chilomicroni LMC - leucemie mielogenă cronică HM ML - leucemie mielomonocitară cronică CMPZ - boli mieloproliferative cronice CMS - cromatografie-spectrometrie de masa CRF - insuficienta renala cronica HDL-C - colesterol de lipoproteine cu densitate mare ChE - colinesteraza Banca Centrală - centroblaste CVP - presiunea venoasă centrală CIM - citologie sputei CMV - citomegalovirus SNC - sistemul nervos central HR - ritmul cardiac AP - fosfatază alcalină EDTA - etilendiaminotetraacetat FIV - fertilizare in vitro EPO - eritropoietina eEPO - eritropoietina endogenă r-TG - r-tromboglobulină Capitolul Suport de laborator de îngrijiri medicale SUBIECTUL MEDICINII CLINICE DE LABORATOR Activitatea practică a unui medic de orice specialitate este asociată cu nevoia de informații despre starea proceselor vitale ale organelor și țesuturilor individuale, precum și a corpului pacientului în ansamblu Metodele de cercetare obiectivă, care sunt introduse activ în practica clinică, sunt chemate pentru a reduce incertitudinea existentă Efectuarea unor astfel de studii, de regulă, necesită echipamente speciale, pregătire profesională a personalului și o organizare specială a muncii într-o instituție de sănătate În prezent, numeroase tipuri de studii obiective sunt consolidate în trei domenii: radiații (intrascopice), diagnostice de laborator funcționale și clinice Acesta din urmă este din ce în ce mai definit ca medicină de laborator, care, pe de o parte, subliniază amploarea și semnificația acestui domeniu în practica modernă, pe de altă parte, conturează domeniul cercetării in vitro, inclusiv microbiologice, toxicologice, genetice și de altă natură de cercetări efectuate în afara oamenilor cu materiale de la el Subiectul medicinei de laborator este obținerea și furnizarea de informații pentru uz clinic despre compoziția (chimică și celulară) a biomaterialelor și modificările care sunt relații cauza-efect bazate pe dovezi cu anumite procese și condiții patologice din corpul uman Aceste informații sunt necesare pentru a rezolva cele mai importante probleme medicale: • evaluarea stării sănătăţii umane în timpul examinărilor preventive: • depistarea semnelor bolilor (diagnostic și diagnostic diferențial); • determinarea naturii (activității) procesului patologic: • evaluarea sistemelor functionale si a capacitatilor lor compensatorii; • determinarea eficacității tratamentului; • urmărirea concentrației de droguri (monitorizarea medicamentelor); • stabilirea prognosticului bolii: • determinarea atingerii rezultatului tratamentului SUPORT DE LABORATOR PENTRU ÎNGRIJIRI MEDICALE Medicina de laborator oferă oportunități mari de depistare precisă și precoce a semnelor proceselor patologice și a bolilor, utilizează indicatori calitativi și cantitativi care pot fi controlați Metodele sale sunt disponibile pentru majoritatea instituțiilor de sănătate pe criterii financiare și alte criterii Datele de laborator devin din ce în ce mai importante ca dovezi în probleme sociale și juridice Contribuția diagnosticului de laborator la dezvoltarea dovezilor în medicină este în general recunoscută Rolul unui laborator modern în furnizarea de tehnologii medicale înalte, a căror introducere este acceptată ca parte a programului de modernizare a asistenței medicale din Rusia, este o parte integrantă În prezent, informațiile de laborator sunt folosite pentru a lua până la % din deciziile medicale în aproape toate disciplinele clinice Studiile de laborator sunt incluse în programul de examinare medicală, în standardele de îngrijire medicală pentru majoritatea formelor de patologie Cererea mare de teste de laborator este demonstrată de creșterea anuală a numărului acestora în toată țara Potrivit statisticilor Ministerului Sănătății și Dezvoltării Sociale al Federației Ruse, doar laboratoarele instituțiilor sanitare din subordinea ministerului (fără departamente, private) efectuează peste miliarde de analize pe parcursul anului În , au fost în medie , analize per pacient într-un spital și analize la de vizite în ambulatoriu Studiile de laborator reprezintă , % din numărul total de studii de diagnostic obiectiv O analiză a rapoartelor pe regiune indică clar o creștere a numărului de studii și o creștere a cercetării tehnologice În instituțiile departamentale de asistență medicală, furnizarea de teste pentru pacienți cu teste este semnificativ mai mare decât media națională Aceasta, precum și creșterea rapidă a volumului cercetărilor efectuate în laboratoarele comerciale, sugerează că nevoia reală de acest tip de servicii medicale, atât de specialitate, cât și de rutină de masă, nu este pe deplin satisfăcută Informațiile de laborator se bazează pe detectarea și/sau măsurarea anumitor componente (analiți) din probele de biomaterial care au legătură funcțional sau structural cu funcția afectată sau cu organul afectat, reflectă prezența unui proces patologic și caracterizează cauza acestuia, mecanismele de dezvoltare , severitatea și imaginea individuală a bolii Pentru a asigura valoarea informațiilor primite, medicina de laborator rezolvă următoarele sarcini: • determinarea gamei de componente ale materialelor biologice umane, modificări în care au o relație cauzală dovedită cu posibile stări patologice; • dezvoltarea unor metode pentru studiul biomaterialelor, a căror utilizare face posibilă detectarea componentei dorite a biomaterialului și, dacă este necesar, măsurarea conținutului acestuia; • dezvoltarea condiţiilor pentru realizarea studiilor biomaterialelor şi interpretarea rezultatelor acestora, oferind informaţii de laborator sigure La rezolvarea acestor probleme, medicina de laborator: • se bazează pe științe biomedicale fundamentale - biologie, fiziologie, biochimie, citologie, microbiologie, imunologie, biologie moleculară, patologie generală; • utilizează posibilităţi moderne de analiză chimică, biofizică, electronică, instrumentar, metrologie; • aplică metodele medicinei bazate pe dovezi, statistica matematică, informatica pentru a stabili o conexiune între elementele de laborator și informația clinică SPRIJIN DE LABORATOR PENTRU ÎNGRIJIRI MEDICALE În consecință, în cadrul medicinei de laborator, patobiologia poate fi distinsă ca bază teoretică, analitica de laborator (clinică) ca un set de mijloace și metode de realizare a cercetării și diagnosticul clinic de laborator propriu-zis ca un set de dovezi ale conținutului informațional al laboratorului indicatori pentru sarcini medicale specifice Aceste trei secțiuni sunt armonios interconectate, nu doar în sfera ramului de cunoaștere, ci și în cadrul activităților practice ale laboratoarelor și instituțiilor specifice, care se realizează prin pregătirea profesională adecvată a personalului (cunoștințe și competențe), tehnic și echipamente materiale, precum și analiza materialului clinic Medicina de laborator este o specialitate medicală în care, ca nimeni alta, realizările științelor fundamentale sunt utilizate în mod activ pentru medicina clinică, contribuind la aplicarea dezvoltărilor fundamentale în asistența medicală practică OBIECTE ALE STUDIILOR CLINICE DE LABORATOR Biomaterialele umane (fluide biologice, țesuturi și excreții) sunt sisteme complexe - amestecuri de diferite substanțe și celule Componentele endogene ale biomaterialelor, care joacă un anumit rol funcțional, se modifică atunci când procesele fiziologice sunt perturbate sub influența factorilor patogeni asupra organismului, precum și în timpul formării reacțiilor de protecție și compensare De aceea, studiul componentelor endogene poate ajuta la identificarea sau confirmarea prezenței proceselor patologice, la stabilirea naturii acestora În ceea ce privește componentele exogene ale biomaterialelor (bacterii, viruși, ciuperci, organisme parazite și produsele lor metabolice), acestea joacă de obicei un rol cauzal în dezvoltarea proceselor patologice În analiză, componentele sistemului sunt subdivizate în analiți, concomitenți și solvenți; ultimele două tipuri de componente sunt denumite matrice Un analit este o componentă de probă specificată în numele proprietății investigate sau al valorii măsurate În diagnosticul clinic de laborator, analiții pot fi (Tabelul - ): • proprietăți fizice; • elemente chimice, ioni, molecule anorganice; • structuri organice cu greutate moleculară mică; • macromolecule cu o structură cunoscută sau aproximativ stabilită și proprietăți biologice specifice; • celulele, elementele lor structurale sau sistemele celulare; • microorganismele, structurile și proprietățile acestora; • organisme parazite, structurile și proprietățile lor În funcție de natura și proprietățile analiților analizați și de caracteristicile procedeelor analitice utilizate, studiile clinice de laborator se împart în chimio-microscopice, biochimice, hematologice, coagulologice, imunologice, izoserologice, citologice, genetice, biologice moleculare, bacteriologice, virologice, monitorizare parazitologică, micologică, toxicologică, medicamente Nomenclatorul studiilor clinice de laborator este actualizat constant în conformitate cu dezvoltarea științei medicale Tabelul - Tipuri de analiți - obiecte de cercetare clinică de laborator Tipuri de biomateriale Tipuri de componente ale biomaterialelor umane Tipuri de analiți Analiți individuali Tehnologii aplicate Tipuri de studii Sânge Componente chimice endogene Elemente chimice, ioni, molecule anorganice Electroliți, oligoelemente Ioni de hidrogen Metode electrochimice Tehnologii de emisie de lumină Clinice și biochimice Compuși organici cu greutate moleculară mică Substraturi Metaboliți Tehnologii chimice Clinice și biochimice Factori de recunoaştere umorală endogene şi de protecţie Macromolecule cu o structură cunoscută sau aproximativ stabilită şi cu proprietăţi biologice specifice enzime proteine de transport Antigeni de histocompatibilitate factori de hemostază Anticorpi Tehnologii de aglutinare și precipitare tehnologii liganzilor Tehnologii chimice Clinice și biochimice Imunologic Elemente celulare proprii ale corpului Celulele sanguine, elementele lor structurale sau sistemele celulare Membrane celulare, mitocondrii, nuclei; proteine structurale, receptori, enzime Microscopie cu lumină tehnologii citochimice citometrie în flux Imunocitofluorometrie Hematocitologică Factori celulari proprii de recunoaștere și protecție Macrofage Limfocite T și B Membrane celulare, mitocondrii, nuclei; proteine structurale, receptori, enzime Tehnologii ligand Microscopie ușoară Tehnologii citochimice Imunologice Factori umorali și celulari endogeni ai hemostazei și fibrinolizei Macromolecule cu o structură cunoscută sau aproximativ stabilită și cu proprietăți biologice specifice Celule sanguine Cascada de enzime și inhibitori ai acestora Tehnologii de coagulare a trombocitelor, cromogene, imunologice Microscopie cu lumină Fluide corporale (altele decât sângele) și excreții Elementele celulare proprii ale corpului Componente chimice endogene Elemente celulare Elemente chimice, ioni, molecule anorganice Compuși organici cu celule cu greutate moleculară mică metaboliți Formațiuni corpusculare (rămășițe celulare, săruri) Microscopie cu lumină Tehnologii chimice Țesuturi Elementele celulare proprii ale corpului Celule care formează structurile țesuturilor și organelor; implementarea funcțiilor organelor Membrane celulare, mitocondrii, nuclee; proteine structurale, receptori, enzime Microscopie cu lumină tehnologii citochimice Citometrie în flux SUPORT DE LABORATOR PENTRU ÎNGRIJIRI MEDICALE Sfârșitul mesei - Tipuri de biomateriale Tipuri de componente ale biomaterialelor umane Tipuri de analiți Analiți individuali Tehnologii aplicate Tipuri de studii Țesuturi, sânge Purtători de informații genetice Macromolecule cu o structură cunoscută sau aproximativ stabilită și proprietăți biologice specifice Acizi nucleici Tehnologii de hibridizare și amplificare Biologie moleculară Fluide biologice, excreții Organisme patogene exogene Microorganisme, structura și proprietățile lor Bacterii, viruși, ciuperci Creșterea coloniilor Antigeni Tehnologii culturale Microscopie ușoară tehnologii liganzilor Tehnologii de hibridizare și amplificare pentru secvențe de nucleotide selectate Bacteriologic Virologic Micologic Organisme parazite, structura și proprietățile lor Protozoare, helminți Microscopie cu lumină Tehnologii liganzilor Parazitologic Fluide biologice Componente chimice exogene Toxine, metale, alcooli Substante anorganice si organice Tehnologii chimice Toxicologice Stupefiante Compuși chimici de complexitate variată Tehnologii chimice Narcologice Medicamente Compuși chimici de complexitate variabilă Tehnologii chimice Monitorizarea medicamentelor terapeutice SUPORT DE LABORATOR PENTRU ÎNGRIJIRI MEDICALE V SUPORT DE LABORATOR PENTRU ÎNGRIJIRI MEDICALE ANALITICA DE LABORATOR Studiile clinice de laborator sunt efectuate folosind tehnologii analitice (metode de cercetare) Tehnologia analitică de laborator clinic se bazează pe interacțiunea factorilor fizici, chimici sau biologici utilizați pentru analiză cu analitul dorit (Tabelele - ), ceea ce duce la generarea unui semnal care este înregistrat de dispozitivul de măsurare Metoda de analiză de laborator a probelor de biomateriale include următoarele proceduri: • colectarea, prelucrarea, depozitarea, transportul probelor de biomaterial: • separarea componentelor biomaterialelor înainte de analiza lor; • interacțiunea specifică a unui factor chimic, biologic sau fizic cu analitul dorit, având ca rezultat modificarea, recunoașterea și generarea unui semnal despre acesta; • detectarea și/sau măsurarea semnalului cauzat de interacțiunea reactivului cu analitul, cu ajutorul unui dispozitiv special sau instrument de măsură; • calibrarea aparatului de măsurare pentru a asigura măsurarea corectă a semnalului în unităţi ale valorii măsurate; • evaluarea caracteristicilor de performanță ale metodologiei de cercetare și implementarea acesteia (controlul calității studiului): • prelucrarea rezultatelor analizelor și comunicarea acestora către client Tabelul - Principii de bază ale tehnologiilor analitice utilizate în analizele de laborator clinic Principiul recunoașterii analiților Generarea semnalului despre caracteristicile analiților Detectarea/măsurarea semnalului Afinitatea chimică a moleculelor de reactiv pentru analit, reacție chimică Transformarea structurii moleculelor de analit Modificarea transmisiei luminii a unei soluții care conține un analit Fotocolorimetrie fotometria de absorbtie Spectrofotometrie Afinitatea structurii analitului pentru structura enzimatică, scindarea compusului Aceeași Fotometrie de absorbție Spectrofotometrie Același clivaj al substratului cromogen Modificarea transmisiei luminii a unei soluții care conține un analit La fel Afinitatea chimică a moleculelor de reactiv față de canal, reacție chimică Tranziția moleculelor de analit la o stare excitată Emisia de lumina Chimiluminescență Chimiluminometrie Afinitatea structurii fibrinogenului cu structura enzimelor - factori de coagulare a sângelui, formarea fibrinei Formarea cheagurilor de sânge, modificarea vâscozității probei Efectul luminii de excitație cu o anumită lungime de undă asupra analitului Tranziția moleculelor de analit într-o stare excitată Emiterea de lumină cu lungime de undă mai mare Fluorometrie Efectul ionizării chimice, tunul de electroni, curentul de înaltă tensiune, încălzirea asupra moleculelor analitului Formarea ionilor cu greutate moleculară și sarcină diferite, separarea lor folosind câmpuri electrice și magnetice Mărimea semnalului depinde de numărul de ioni dintr-o anumită zonă Spectrometria de masă SPRIJIN DE LABORATOR PENTRU ÎNGRIJIRI MEDICALE Continuarea tabelului - Principiul recunoașterii analiților Generarea semnalului despre caracteristicile analiților Detectarea/măsurarea semnalului Efectul flăcării la temperatură înaltă asupra moleculelor de analiți Ionizarea moleculelor Emisia de lumină cu o anumită lungime de undă, colorarea flăcării Fotometria flăcării Efectul temperaturii ridicate asupra moleculelor analitului Ionizarea moleculelor Absorbția luminii cu o anumită lungime de undă emisă de o lampă cu catod gol realizat din elementul studiat Spectrofotometrie de absorbție atomică Proces electrochimic la limita de fază pe un electrod scufundat într-o soluție care conține un analit Modificare în structura sau concentrația analitului Modificarea potențialului electric Potențiometria Aceeași schimbare în puterea curentului de trecere Polarografie, voltametrie Aceeași modificare a cantității de substanță eliberată la electrod Modificarea cantității de electricitate care trece între doi electrozi într-o celulă electrochimică Coulometrie Aceeași modificare a conductivității electrice între doi electrozi Conductometrie Legarea specifică a unui analit de către liganzi care au o afinitate mare pentru acesta Reacția imunochimică a proteinei (antigen) de legare la o proteină specifică (anticorp) Formarea aglutinatului Formarea precipitatelor Imunodifuzie radială Imunoelectroforeza Electroforeza cu imunofixare Electroimunodifuzie Imunonefelometrie Imunoturbidimetrie Același efect al unei etichete asociate cu un ligand - o enzimă, un fluorofor, un izotop radioactiv Analiza imunofermeitică Analiza imunofluorescentă Radioimunotest Imunobloping Împerecherea secvențelor de nucleotide a sondei complementare cu o moleculă de ADN sau ARN monocatenar de interes Efectul etichetei asociate probei Hibridizarea acizilor nucleici Identificarea defectelor genetice Replicarea multiplă a unui fragment al ADN-ului studiat, limitată de primeri oligonucleotidici complementari Generarea de ampliconi multipli (amplificare) Eticheta efect Electroforeza in gel Înregistrarea fluorescenței Identificarea defectelor genetice Reacție selectivă de colorare cu componente chimice individuale ale structurilor celulare Colorare selectivă a componentelor celulare (citochimie) Detectare vizuală, microscopie cu lumină Reacția imunochimică a proteinei (antigenului) legarea structurilor celulare cu o proteină specifică (anticorp) marcată cu un cromofor sau fluorofor Colorare selectivă sau luminiscență a componentelor celulare (imunocitochimie) Detectare vizuală, microscopie cu lumină, microscopie cu fluorescență Same Same Microscopie cu lumină sau fluorescență, imagistica digitală a celulelor, analiza imaginilor pe computer treizeci SUPORT DE LABORATOR PENTRU ÎNGRIJIRI MEDICALE Continuarea tabelului - Principiul recunoașterii analiților Generarea semnalului despre caracteristicile analiților Detectarea/măsurarea semnalului Trecerea celulelor prin deschiderea unui tub capilar umplut cu o soluție conductoare de electricitate între electrozii unei rețele de curent continuu Modificarea conductibilității electrice Conductometrie citometrie în flux Trecerea celulelor prin deschiderea unui tub capilar, iluminat de un fascicul laser polarizat, între electrozii rețelei DC Modificarea conductibilității electrice, împrăștierea luminii laser Analiza frecvenței radio Analiza tridimensională a leucocitelor Sistem de împrăștiere a luminii laser cu mai multe unghiuri Trecerea celulelor tratate cu anticorpi legați de coloranți fluorescenți prin deschiderea unui tub capilar, iluminat de un fascicul laser polarizat, între electrozii rețelei DC Modificarea conductibilității electrice, împrăștierea luminii laser Luminescența specifică a structurilor celulare colorate Imunocitofluorometrie în flux Imunofenotiparea celulelor Capacitatea microorganismelor de a se înmulți pe un mediu nutritiv cu o anumită compoziție, corespunzătoare particularităților metabolismului unui anumit tip de microorganisme Formarea de colonii de un anumit tip prin creșterea microorganismelor Evaluare vizuală, microscopie ușoară, contoare de colonii Metoda culturală Capacitatea microorganismelor, prin intermediul enzimelor lor inerente, de a induce descompunerea anumitor substraturi Modificarea culorii unui set de substraturi cromogene la contactul cu o probă dintr-o cultură a unui microorganism Evaluarea vizuală a unei reacții de culoare Fotometrie Capacitatea microorganismelor de a provoca formarea de anticorpi specifici în corpul pacientului Legarea specifică a anticorpilor formați în corpul pacientului sub influența unui agent patogen de antigenul sau anticorpul sistemului de testare Formarea de agluginat sau precipitat Metode imunoserologice Imunodifuzia radială Imunoelectroforeza Electroforeza cu imunofixare Electroimunodifuzie Imunonefelometrie Imunoturbidimetrie Aceeași legare specifică a anticorpilor formată în corpul pacientului sub influența unui agent patogen cu un antigen marcat sau anticorp al sistemului de testare Efectul etichetei Imunotestul enzimatic Analiza imunofluorescentă Radioimunotest Imunoblotting Capacitatea anticorpilor sistemului de testare de a se lega în mod specific la antigenele caracteristice unui microorganism dintr-o probă de cultură de microorganisme Același Același Împerecherea secvențelor de nucleotide a sondei complementare cu o moleculă monocatenară a ADN-ului sau ARN-ului probei de cultură de microorganisme aflate în studiu Efectul etichetei asociate sondei Hibridizarea acizilor nucleici Genotiparea unui microorganism SPRIJIN DE LABORATOR PENTRU ÎNGRIJIRI MEDICALE Sfârșitul mesei - Principiul recunoașterii analiților Generarea semnalului despre caracteristicile analiților Detectarea/măsurarea semnalului Replicarea multiplă a unui fragment specific al ADN-ului studiat, limitată de primeri oligonucleotidici complementari secțiunilor terminale ale fragmentului țintă, o probă de cultură de microorganism Formarea de ampliconi multipli (amplificare) Eticheta efect Electroforeza in gel Înregistrarea fluorescenței Identificarea microorganismelor În procesul cercetării de laborator, sunt utilizate produse pentru diagnosticarea ip vitro, concepute pentru a efectua anumite proceduri: • dispozitive de pregătire utilizate pentru colectarea, transportul, depozitarea și pregătirea probelor de biofluide umane și crearea condițiilor necesare analizei acestora; • reactivi și sisteme de testare analitică - substanțe chimice sau biologice și complexele lor înrudite funcțional capabile să participe la reacțiile de recunoaștere a analiților doriti și să genereze semnale utilizate pentru detectarea sau măsurarea conținutului de analiți; • detectoare și dispozitive de măsură destinate măsurării semnalelor rezultate din studiul analiților, inclusiv dispozitive care combină funcțiile de separare a componentelor cu măsurarea acestora; • calibratori și materiale de control - produse utilizate pentru calibrarea instrumentelor de măsură (calibratoare) și controlul performanței metodelor de cercetare (materiale de control); • Instrumente informatice, software și instrumente de comunicare destinate procesării și transmiterii informațiilor de laborator obținute în urma studiului În prezent, au fost dezvoltate și sunt utilizate pe scară largă dispozitive semiautomate și automate, numite autoanalizatoare Diverse variante de proiectare ale acestor dispozitive asigură implementarea procedurilor de pregătire, dozare și măsurare într-un singur dispozitiv, compararea rezultatelor cu limitele de referință, controlul de calitate încorporat și obținerea rezultatelor cercetării în formă procesată O altă direcție în dezvoltarea instrumentelor de analiză de laborator o reprezintă produsele medicale pentru autotestare și cercetare in vitro în afara laboratorului - dispozitive analitice portabile destinate să efectueze anumite studii ale probelor de materiale biologice umane în afara laboratorului, inclusiv de către pacientul însuși FORME DE ORGANIZARE A LABORATORULUI PRIVIND ÎNGRIJIRI MEDICALE Studiile de laborator sunt efectuate de unități special organizate și echipate ale organizațiilor medicale - laboratoare de diagnostic clinic Clientul cercetării este medicul curant sau medicul care organizează examenul la dispensar Medicul este cel care determină sfera cercetării și organizează colectarea și preluarea biomaterialului Responsabilitatea pentru respectarea regulilor de pregătire a pacientului pentru studiu, a regulilor de preluare, depozitare și livrare a materialului în laborator revine personalului unităților clinice, cu excepția cazurilor de prelevare de sânge de la un deget Pe baza cererii SUPORT DE LABORATOR PENTRU ÎNGRIJIRI MEDICALE s-au dezvoltat diverse mijloace de analiză de laborator, trei forme de organizare a suportului de laborator al îngrijirilor medicale Forma tradițională, care poate fi numită locală, a apărut odată cu începutul existenței medicinei de laborator ca domeniu independent de activitate medicală O mare parte din ceea ce s-a realizat prin medicina de laborator a fost obținut în laboratoarele spitalelor și policlinicilor Laboratoarele au fost create inițial ca unul dintre departamentele de diagnostic ale unei instituții medicale, care dădea dreptul de a considera diagnosticul de laborator ca disciplină clinică Această poziție a laboratorului în cadrul instituției le permite angajaților săi nu numai să efectueze teste de laborator, ci și să participe la întregul proces de tratament și diagnostic, le oferă posibilitatea atât de a implementa și de a-și îmbunătăți cunoștințele medicale, cât și de a influența acordarea de îngrijiri medicale la pacienti O astfel de conexiune contribuie la organizarea examinării de laborator în interesul rezolvării problemelor clinice și la o interpretare mai profundă a rezultatelor de laborator în raport cu fiecare caz de boală Laboratoarele funcționează ca parte a aproximativ % din instituțiile de sănătate de stat și municipale din țară (Tabelele - ) în conformitate cu reglementările aprobate de Ministerul Sănătății și Dezvoltării Sociale al Federației Ruse Tabelul - Numărul de laboratoare ale instituțiilor de sănătate din Rusia în Cantitatea de laborator Diagnostic clinic Diagnosticarea radioizotopilor Microbiologice (bacteriologice) inclusiv centralizat Imunologic (serologic), inclusiv centralizat Biochimic, inclusiv centralizat citologic, inclusiv centralizat Coagulologic, inclusiv centralizat În laboratoare se angajează specialiști cu studii superioare și medii de specialitate (Tabelele - ), a căror pregătire profesională se desfășoară în conformitate cu procedura stabilită în conformitate cu standardele de învățământ, iar atribuțiile acestora sunt determinate de prevederile aprobate de Ministerul Sănătății și Dezvoltarea socială a Federației Ruse Tabelul - Personalul laboratoarelor de diagnostic clinic de stat (conform datelor pentru anul ) Personal Funcții Număr de persoane fizice ale lucrătorilor medicali în posturi ocupate Total persoane fizice ale lucrătorilor medicali angajați cu normă întreagă Medici diagnostici clinici de laborator Specialisti cu studii medii medicale SPRIJIN DE LABORATOR PENTRU ÎNGRIJIRI MEDICALE Laboratoarele de diagnostic clinic efectuează o gamă largă de teste de laborator (Tabelele - ) în conformitate cu nomenclatorul aprobat de autoritatea executivă federală în domeniul asistenței medicale Lista studiilor efectuate într-un anumit laborator trebuie să corespundă nivelului de licență al instituției, aprobat de medicul șef și dotat cu resurse materiale și tehnice Tabelul - Numărul de analize efectuate în laboratoarele de diagnostic clinic de stat (conform datelor din ) Analize Total, inclusiv sala de bal ambulatorie (inclusiv pacientii la domiciliu) Total, inclusiv: hematologice citologic biochimic coagulare imunologic microbiologice Forma la distanță de suport de laborator se dezvoltă pe baza execuției centralizate a celor mai complexe tipuri de cercetare de laborator și a introducerii sistemelor analitice automatizate Aspectele pozitive ale muncii marilor laboratoare automatizate sunt: o creștere semnificativă a productivității, o creștere a calității rezultatelor, o reducere a costului unitar al analizelor datorită performanței acestora în serii mari Totuși, nu se poate să nu se constate slăbirea conexiunii dintre personalul de laborator și procesul de acordare a îngrijirilor medicale unui anumit pacient, tendința de a transforma laboratoarele centralizate în "fabrici de analiză de laborator", la o adâncire a decalajului între realizările analitice și dezvoltarea lor în practica clinică Forma mobilă de furnizare a îngrijirilor medicale în laborator a devenit larg răspândită datorită dezvoltării, producerii și utilizării dispozitivelor analitice portabile, ale căror proprietăți permit utilizarea lor la locul tratamentului pacientului sau îngrijirii de urgență de către personalul non-laborator, precum și de către pacienții înșiși la domiciliu (Tabelele - ) Un avantaj incontestabil al acestei metode de efectuare a cercetărilor de laborator este reducerea bruscă a timpului de obținere a informațiilor de laborator de către clinicieni Cercetarea de laborator devine parte a îngrijirii directe a pacientului Cu toate acestea, atunci când se efectuează astfel de studii, este necesar să se mențină controlul din laboratoarele staționare tradiționale pentru a asigura calitatea și fiabilitatea rezultatelor (GOST R ISO "Cercetare la locul tratamentului Cerințe de calitate și competență"), EFICACITATEA OBȚINERII INFORMAȚIILOR DE LABORATOR Informațiile despre starea mediului intern al pacientului, obținute în urma studiilor clinice de laborator, au valoare clinică reală numai dacă sunt furnizate în intervalul de timp care să permită luarea măsurilor terapeutice necesare În funcție de natura și ritmul procesului patologic, în scopul prescrierii unui test de laborator, necesitatea informațiilor de laborator poate fi: • urgent, adică să fie solicitat în câteva minute să ia decizii clinice urgente în situații critice; [fo f 'Jz " e * rI £ \ L :- >?>->^??L^ /^/-^ Tabelul - Principii de bază ale tehnologiei analitice utilizate în instrumentele de analiză în afara laboratorului Instrumente de analiză în afara laboratorului Detectarea semnalului Metodă lichidă recunoaștere semnal generare format matrice fluid forță motrice Bandă de test pentru diagnosticare Indicatori (conjugare, formare de ioni, legare hidrofobă) Detectare optică (indicatori, cataliză) Adsorbție de hârtie absorbantă Glucometru Reacții catalitice (substrat enzimatic, produs de reacție de cataliză) Detectare optică Reacție electrochimică Absorbant, efect capilar Hârtie, plastic, filme Adsorbție, efect capilar Imunocromatografie Asociere de asamblare (anticorpi, membrane selective, macromolecule) Detectare optică (cataliza, particule) Flux lateral, casetă Hârtie, membrane Cromatografie Indicatori de microcuvetă (conjugare) Reacții catalitice (produs al reacției de cataliză) Detectare optică (directă, indicatori, reacție catalitică) Capilară, casetă Plastic Efect capilar Casetă imunofluidică Asociere asamblare (anticorpi, membrane selective, macromolecule) Detectare optică (cataliza, particule) Casetă Plastic Efect capilar, centrifugă, pompă, acțiune în vid Casetă pentru gaze din sânge și electroliți Asocierea agregatelor (membrane selective, macromolecule) Electrochimic (amperometrie, potențiometrie) Casetă, capilar, tub Plastic, membrane, filme Acțiunea pompei, vid, încălzire, mecanică Casetă pentru coagulometrie Reacții catalitice (substrat enzimatic, detecție enzimă, produs de reacție de cataliză) Deplasarea luminii (particule nano-, paramagnetice, interferență luminoasă) Flux lateral, casetă Hârtie, plastic Cromatografie efect capilar Modificarea suprafeței imunounde Asociere a ansamblului (anticorpi, macromolecule) Inducerea suprafeței (imbunătățirea suprafeței, recunoașterea modelului) Casetă, fibră, suprafață Plastic, bază anorganică Pompă, pipetare SUPORT DE LABORATOR PENTRU ÎNGRIJIRI MEDICALE SPRIJIN DE LABORATOR PENTRU ÎNGRIJIRI MEDICALE • sistematic, adică să fie solicitate periodic, la intervale strict definite (în timpul testelor funcționale, monitorizării medicamentelor); • planificat, adică să fie solicitate în conformitate cu planul general de examinare a pacientului pentru implementarea algoritmului de diagnostic și monitorizarea eficacității măsurilor terapeutice Cerințele privind oportunitatea obținerii informațiilor de laborator ar trebui să fie determinate de protocolul pentru diagnosticarea și tratamentul bolii relevante, ținând cont de capacitățile analitice și de organizarea suportului de laborator într-o anumită organizație medicală Forma de prestare a cercetării de laborator (Tabelele - ) într-o organizație medicală (efectuarea de analize în laboratorul instituției, laboratorul centralizat, laboratorul expres, laboratorul secției de urgență sau "la locul tratamentului") trebuie satisface nevoile clinice de diagnosticare și tratare a pacienților din această instituție în conformitate cu profilul său medical Tabelul - Forme de sprijin de laborator în organizații medicale de diferite capacități Forma organizatorică și personală Metode de sprijin de laborator Termeni aproximativi pentru furnizarea informațiilor de laborator Absența unui laborator Trimiterea probelor la un laborator centralizat Cifra de afaceri totală a testului de la la câteva zile în funcție de distanță, metoda de livrare a probei și transferul rezultatelor Utilizarea instrumentelor de studiu la punctul de tratament (NML) de către personalul clinic - min Laborator cu doar personal cu studii medii, fără medic diagnostic clinic de laborator Un set de analize de laborator prescrise pentru acest tip de instituție În timpul zilei sau a doua zi Este posibilă testarea de urgență neprogramată Metode manuale tradiționale Utilizarea IML pentru unele teste de către personalul clinic - min Trimiterea probelor pentru analiză la un laborator acreditat pentru efectuarea acestora De la una la câteva zile în funcție de distanță, modalitatea de transport a probelor și transferul rezultatelor Medic + personal cu studii medii Un set de analize de laborator prescrise pentru acest tip de unitate În timpul zilei de lucru Este posibilă testarea de urgență neprogramată Metode manuale tradiționale Mică automatizare La fel Utilizarea IML pentru unele teste de către personalul clinic - min Trimiterea probelor pentru analize complexe la un laborator mai mare De la la câteva zile în funcție de distanță și metoda de transport a probelor și transmiterea rezultatelor Mai mulți medici + biologi + tehnologi și alt personal cu studii medii Posibilitatea de a aloca locuri de muncă individuale sau grupuri de angajați pe tip de cercetare Automatizare (depinde de volumul total de lucru) În timpul programului de lucru Este posibilă testarea de urgență neprogramată SUPORT DE LABORATOR PENTRU ÎNGRIJIRI MEDICALE Sfârșitul mesei - Forma organizatorică și personală Metode de sprijin de laborator Termeni aproximativi pentru furnizarea informațiilor de laborator Laborator centralizat de specialitate Gama de teste este aproape de maxim pentru această specializare Automatizare Timpul de analiză inerent depinde de tipul de autoanalizator Cifra de afaceri totală a testului depinde de distanță, de metoda de livrare a probelor și de transferul rezultatelor Laboratorul Centrului de Diagnostic Clinic Cea mai largă gamă de teste Mai multe departamente specializate Automatizare Timpul de analiză inerent depinde de tipul de autoanalizator Cifra de afaceri totală a testului depinde de distanță, de metoda de transport a probelor și de transferul rezultatelor Momentul de primire a rezultatelor testelor de laborator de către clinicianul care a comandat examinarea este indicat de perioada de rotație a testelor de laborator și depinde de următorii factori: • timpul de analiză necesar pentru efectuarea procedurilor de pregătire a probelor și analitice în laborator; timpul aproximativ petrecut pentru efectuarea testelor de laborator de bază în laboratoarele de diagnostic clinic este dat în GOST R - "Tehnologii de laborator medical Cerințe pentru calitatea cercetării clinice de laborator Reguli pentru elaborarea cerințelor pentru oportunitatea furnizării informațiilor de laborator"; • timp pre și post-analitic, determinat de organizarea suportului de laborator pentru activități medicale și de diagnostic într-o organizație medicală, inclusiv; - ordinea și calendarul procedurilor de pregătire a pacientului; <> durata preluării biomaterialului și procesării sale primare; recomandari pentru protectia sistemelor informatice de laborator; ❖ etica în medicina de laborator Din lista de mai sus a secțiunilor standardului, rezultă că acesta afectează toate aspectele cheie ale organizării muncii laboratoarelor de diagnostic clinic (CDL) Serviciul Federal pentru Supravegherea Sănătății și Dezvoltarii Sociale consideră prevederile GOST R ISO ca bază pentru cerințele care ar trebui prezentate pentru certificarea voluntară a proceselor de cercetare de laborator Materialele standardului GOST R ISO sunt solicitate să promoveze implementarea prevederilor acestui document de reglementare fundamental în practica de laborator națională Standard GOST R - (ISO - ) "Laboratoare medicale Cerințe de siguranță" conține un set de cerințe pentru asigurarea măsurilor de siguranță în activitățile laboratoarelor în raport cu toate tipurile de pericol, începând cu biologic Agenția Federală pentru Reglementare Tehnică și Metrologie a aprobat standardele naționale ale Federației Ruse pentru tehnologiile de laborator medical Prevederile acestor standarde se corelează cu principalele prevederi ale GOST R ISO și specifică aplicarea cerințelor acestuia la diferite aspecte ale procesului de cercetare clinică de laborator • GOST R - Tehnologii de laborator medical Cerințe pentru calitatea cercetării clinice de laborator Partea Reguli pentru managementul calității cercetării de laborator clinic • GOST R - Tehnologii de laborator medical Cerințe pentru calitatea cercetării clinice de laborator Partea Evaluarea fiabilității analitice a metodelor de cercetare • GOST R - Tehnologii de laborator medical Cerințe pentru calitatea cercetării clinice de laborator Partea Reguli de evaluare a conținutului informațional clinic al testelor de laborator • GOST R - Tehnologii de laborator medical Cerințe pentru calitatea cercetării clinice de laborator Partea Reguli pentru elaborarea cerințelor pentru oportunitatea furnizării informațiilor de laborator • GOST R - Tehnologii de laborator medical Asigurarea calității cercetării clinice de laborator" Partea Descrierea metodelor de cercetare SUPORT DE LABORATOR PENTRU ÎNGRIJIRI MEDICALE • GOST R - "Tehnologii medicale de laborator Asigurarea calității cercetării clinice de laborator" Partea Ghid pentru calitatea cercetării în laboratorul de diagnostic clinic Model tipic • GOST R - "Tehnologii medicale de laborator Asigurarea calității cercetării clinice de laborator" Partea Reguli pentru interacțiunea personalului departamentelor clinice și laboratoarelor de diagnostic clinic ale organizațiilor medicale la efectuarea studiilor clinice de laborator • GOST R - Tehnologii de laborator medical Asigurarea calității cercetării clinice de laborator" Partea Reguli de desfășurare a etapei preanalitice • GOST R - Tehnologii de laborator medical Controlul calității cercetării clinice de laborator" Partea Limitele erorilor admise în rezultatele măsurării analiților în laboratoarele de diagnostic clinic • GOST R - Tehnologii de laborator medical Controlul calității cercetării clinice de laborator" Partea Reguli pentru efectuarea controlului de calitate intralaborator al metodelor cantitative de cercetare clinică de laborator folosind materiale de control • GOST R - Tehnologii de laborator medical Controlul calității cercetării clinice de laborator" Partea Descrierea materialelor pentru controlul calității studiilor clinice de laborator • GOST R - Tehnologii de laborator medical Controlul calității cercetării clinice de laborator" Partea Reguli pentru efectuarea unui audit clinic al eficacității suportului de laborator pentru activitățile organizațiilor medicale O serie de prevederi ale acestor standarde sunt discutate în capitolul "Asigurarea și controlul calității cercetării clinice de laborator" CRITERII DE EFICIENȚĂ PENTRU LABORATOARE Pentru gestionarea procesului de laborator și dezvoltarea activităților de dezvoltare a laboratorului se pot aplica criterii de performanță bazate pe prevederile standardelor de mai sus În ciuda diferențelor semnificative de scară, echipament, personal și alți parametri ai laboratoarelor individuale, criteriile pentru acestea sunt universale Fiabilitatea (calitatea) analitică a rezultatelor cercetării este rezultatul influenței multor factori, externi și interni, care acționează continuu și rapid în schimbare Sistemul de asigurare a calității cercetării în laborator include acțiunile maxime posibile ale personalului pentru prevenirea rezultatelor eronate Un loc important revine controlului zilnic al calității intralaborator și extern regulat al studiilor (GOST R , GOST R , GOST R ) Conținutul informațional clinic al studiilor efectuate depinde de utilizarea unor teste moderne cu sensibilitate și specificitate diagnostic clinic stabilit, de utilizarea algoritmilor de diagnostic și de excluderea testelor duplicative și neinformative Lista de teste utilizate în laborator depinde nu numai de echipamentul tehnic și de aprovizionarea cu materiale a laboratorului, ci și de profesionalismul SPRIJIN DE LABORATOR PENTRU ÎNGRIJIRI MEDICALE specialiști și gradul de interacțiune a acestora cu clinicienii (GOST R , GOST R ) Promptitudinea obținerii rezultatelor de către medicii care au comandat analize de laborator este asigurată de organizarea rațională a activității laboratorului, repartizarea rațională a responsabilităților personalului și determinarea volumului optim de teste extraordinare (expresse) (GOST R ) ) Accelerarea obținerii rezultatelor este asigurată de dotarea tehnică a laboratorului, utilizarea sistemelor automate de analiză, precum și a instrumentelor de cercetare la fața locului;' tratament Eficiență economică - obținerea de informații clinice valoroase cu cele mai mici costuri financiare și de altă natură Respectarea fiecărui criteriu depinde de succesul soluționării problemelor de control al factorilor de influență, în principal de nivelul profesional al personalului, în special al specialiștilor în diagnosticarea clinică de laborator BIBLIOGRAFIE Menshikov V V Cercetare în afara laboratorului Mijloace, tehnologii, condiții de aplicare - M ; Agat-Med, Kishkun A A , Guzovsky A L Sisteme informatice de laborator și aspecte economice ale activităților de laborator - M : Labora, capitolul Asigurarea și controlul calității cercetării clinice de laborator DISPOZIȚII GENERALE Esența unui studiu de laborator este analiza unei probe de biomaterial prelevată de la un pacient pentru a detecta sau măsura conținutul componentelor din acesta care au o relație cauzală dovedită cu presupusul proces patologic Informațiile despre aceste componente, prezentate într-o formă descriptivă sau cantitativă, sunt rezultatul studiului Este important pentru consumator (medicul care a comandat acest studiu sau pacientul care a comandat analiza) ca informațiile furnizate să aibă următoarele proprietăți: • fiabilitatea analitică, adică a reflectat cu acuratețe conținutul componentei dorite în probă; • informativitatea clinică, adică a reflectat cu acuratețe procesele care au loc în corpul pacientului și a răspuns la întrebări despre prezența și natura presupusei patologii; • eficienţă, adică a fost disponibil în timp înainte de ritmul de dezvoltare a procesului patologic și permițând luarea în timp util a măsurilor terapeutice necesare Cercetarea de laborator poate fi privită ca un proces care are o intrare și o ieșire Rezultatul acestui proces este informații despre analiții analizați Natura intrării depinde de punctul de referință Anterior, primirea unei probe de biomaterial la laborator și începerea procedurilor analitice propriu-zise erau luate drept intrare în procesul de cercetare Cu toate acestea, de-a lungul timpului, a devenit clar că etapele care preced primirea probei de testat în laborator, începând din momentul în care medicul prescrie testul, sunt extrem de importante pentru calitatea informațiilor de laborator Conform conceptului modern, există trei etape în procesul cercetării clinice de laborator: • preanalitice (pre-analitice); • analitice; • post-analitic (post-analitic) Etapa preanalitică include: • faza în afara laboratorului: <> selectarea și numirea unui studiu de către un medic; • <> pregătirea pacientului pentru analiză, prelevarea unei probe de biomaterial, cel mai adesea de către personalul medical clinic; ASIGURAREA ȘI CONTROLUL CALITĂȚII DE LABORATOR CLINIC necesare în unele cazuri, prelucrarea primară, depozitarea pe termen scurt și transportul unei probe de biomaterial la laborator; • faza intralaborator: <> înregistrarea unei probe de biomaterial; <> identificarea probei cu pacientul; ❖ distribuirea biotestelor sau a porțiunilor acestora în funcție de tipurile de cercetare desemnate; prelucrarea suplimentară a probelor necesară pentru pregătirea analizei Următorii factori ai etapei preanalitice pot influența rezultatele studiilor de laborator: • erori de identificare a pacientului și a probei de biomaterial; • factori biologici - sex, vârstă, etnie, stare fiziologică (aptitudine fizică, sarcină), ritmuri biologice, influențe ale mediului; • factori evitabili - aportul alimentar, postul, poziția corpului, activitatea fizică, fumatul, consumul de alcool; • factori iatrogeni: <> proceduri de diagnostic (palpare, puncție, biopsii, teste funcționale, stres fizic în timpul efortului, endoscopie, administrare de substanțe de contrast, imunoscintigrafie); ❖ intervenții chirurgicale; > proceduri de tratament (injectii si transfuzii, dializa, radioterapie); luarea de medicamente (inclusiv fără prescripție medicală); • condiții de preluare, depozitare temporară și transport al biomaterialului: procedee de prelucrare primară (amestecare, centrifugare, răcire, congelare); • proprietățile analitului: ъ timpul de înjumătățire biologic al analitului: <> stabilitate în materialul biologic la diferite temperaturi; ❖ metabolismul in vitro, inclusiv sensibilitatea la lumină Etapa analitică cuprinde un set de procedee analitice necesare realizării studiului, combinate prin metodologia cercetării și care culminează cu obținerea unui rezultat sub formă numerică sau descriptivă, în funcție de tipul și metoda studiului Principalele proceduri ale metodelor de cercetare clinică de laborator sunt crearea condițiilor pentru izolarea unui analit dintr-o varietate de alte componente ale unui biomaterial, identificarea unui analit pe baza detectării proprietăților sale specifice și (în unele cazuri) cuantificarea conținutului acestuia În procesul cercetării de laborator se folosesc reactivi chimici sau biologici care interacționează selectiv cu analitul, transformându-l în forma care generează semnalul corespunzător și permite identificarea, detectarea sau măsurarea acestuia Principiul studiului și detaliile procedurilor analitice depind de caracteristicile compoziției, structurii și proprietăților analitului care este determinat Înregistrarea rezultatului analizei se realizează pe baza unei evaluări subiective (vizuale) sau obiective (instrumentale) ASIGURAREA ŞI CONTROLUL CALITĂŢII LABORATORULUI CLINIC Ca parte a etapei analitice a unui studiu clinic de laborator, rezultatul acestuia este influențat de condițiile de realizare a analizei și de componentele sistemului analitic: • compoziția și proprietățile probei de biomaterial studiat: • caracteristicile de acurateţe ale metodelor de cercetare; • proprietățile diferitelor tipuri de echipamente și consumabile utilizate pentru prelevarea unei probe de biomaterial și prelucrarea primară a acestuia și influențarea acestuia; • caracteristicile metrologice ale instrumentelor de măsură; • proprietăţile aditivilor care asigură stabilitatea temporală a unei probe de biomaterial sau a analitului în studiu; • compoziţia şi proprietăţile reactivilor (transductoare analitice) care reacţionează în mod specific cu analitul datorită proprietăţilor lor chimice sau biologice, generează semnalul corespunzător şi fac posibilă detectarea sau măsurarea acestuia; • compoziția și caracteristicile metrologice ale materialelor de calibrare (probe standard de lucru ale compoziției sau proprietăților analiților analizați) utilizate pentru evaluarea cantitativă a conținutului unui analit într-o probă bio; • acuratețea urmăririi succesiunii procedurilor analitice individuale, durata acestora, regimul de temperatură și alte condiții de analiză prevăzute de metodologia stabilită; • compoziția și proprietățile materialelor de control, care sunt varietăți ale unui eșantion standard de lucru al unui analit sau al unei probe de referință destinate efectuării procedurilor de control intern de laborator sau evaluării externe a calității studiilor; • pregătire, nivel de calificare profesională și disciplină pentru implementarea metodelor de către specialiștii de laborator Efectuarea studiilor de către personalul clinic în afara laboratorului utilizând dispozitive analitice portabile necesită monitorizarea sistematică de către personalul competent de laborator a calității efectuării procedurilor în afara laboratorului prin instruirea personalului clinic în regulile de realizare a studiilor cu instrumente de analiză la punctul de tratament, metode de control al calității și compararea rezultatelor studiilor efectuate în afara laboratorului, cu rezultatele de laborator Etapa post-analitică include: • faza intralaborator, în care rezultatul studiului este evaluat de un specialist de laborator pentru fiabilitatea sa analitică (conform controlului calității intralaborator), probabilitatea biologică (probabilitatea), precum și prin comparație cu studii similare efectuate anterior sau alte studii paralele la același pacient (pentru studii citologice, concluzia de laborator poate conține formularea unui diagnostic probabil); • faza non-laboratoare, în care medicul evaluează semnificația clinică a informațiilor despre starea unei anumite sfere a mediului intern al corpului pacientului, obținute în urma unui studiu de laborator și o compară cu datele proprii observarea pacientului și rezultatele altor studii O condiție prealabilă pentru utilizarea corectă a informațiilor de laborator în diagnosticul clinic este o interpretare rezonabilă a rezultatelor cercetării, ținând cont de influența mecanismelor biochimice și fiziologice La interpretarea rezultatelor de laborator, trebuie luate în considerare următoarele aspecte fiziologice și metabolice: ASIGURAREA ȘI CONTROLUL CALITĂȚII DE LABORATOR CLINIC • pentru analit: o structura sau natura analitului: legarea de proteine; ❖ metaboliți activi; > clearance: modificări secundare în funcție de mecanismele de reglare stimulatoare sau inhibitorii; permeabilitatea capilarelor sau a celulelor (dacă membranele sunt deteriorate); perfuzie directă (administrare intravenoasă); ❖ absorbția din intestin sau locul injectării; ❖ drenaj vascular sau limfatic; • o creștere sau scădere a eliminării analitului din fluidul biologic în care se efectuează măsurarea datorită modificărilor ratei de catabolism și/sau vitezei de excreție; • modificarea volumului de distribuţie a analitului (modificarea hidratării tisulare); • o modificare a structurii sau activității unui analit care afectează detectarea acelui metabolit de către sistemul analitic (de exemplu, o modificare a legării proteinelor) În etapa post-analitică, utilizarea rezultatelor de laborator în scopuri clinice ar putea avea un impact negativ; • neluarea în considerare a altor studii la același pacient; • subestimarea rezultatelor controlului intern al calității în laborator și emiterea de rezultate cu erori inacceptabile; • utilizarea intervalelor de referință ale populației generale pentru evaluarea rezultatelor fără a lua în considerare vârsta sau caracteristicile individuale ale pacientului; • interferențe nesocotite; • livrarea în timp util a rezultatelor cercetării către medicul curant; • ignorarea rezultatelor analizelor de laborator de către medicul curant Frecvența comparativă a erorilor cauzate de factori ai diferitelor etape ale unui studiu de laborator este dată în tabel - Cu date de laborator inexacte, riscul de dificultăți clinice ajunge la - %, iar riscul de acțiuni nejustificate ale medicului este de - % Prin urmare, o condiție importantă pentru asigurarea calității studiilor clinice de laborator este luarea în considerare a tuturor factorilor care pot afecta conținutul analiților studiați din corpul pacientului, conținutul analitului din proba de biomaterial, organizarea procesului analitic în sine și interpretarea rezultatului În acest scop, au fost elaborați indicatori de calitate ASIGURAREA CALITĂȚII ȘI CONTROLUL STUDIILOR CLINICE DE LABORATOR Tabelul - Frecvența comparativă a erorilor de laborator cauzate de factori ai diferitelor etape ale cercetării clinice de laborator (P Bonini și colab , ) Autorii observației Perioada de observație Etapa preanalitică Etapa analitică Etapa postanalitică rata de eroare % Goldschmidt, Postul Mare ani Nutting și colab luni , , PIebani Carraro luni , , Stahl şi colab ani Hofgartner, Tait an pentru toate etapele studiului, a căror utilizare sistematică vă permite să monitorizați și să preveniți influența factorilor care pot distorsiona rezultatele și pot provoca acțiuni incorecte ale medicului Ideile moderne despre cum se asigură calitatea oricărui proces sunt exprimate în termenii unui sistem de management al calității Managementul este activitatea coordonată de conducere și gestionare a unui proces Managementul calității este activitatea coordonată de dirijare și control al procesului calității, care include de obicei elaborarea unei politici de calitate, planificarea calității, controlul calității, asigurarea calității și îmbunătățirea calității Un sistem de management este un sistem pentru dezvoltarea politicilor și obiectivelor și atingerea acestor obiective Un sistem de management al calității este un sistem de management pentru conducerea și controlul unei organizații în ceea ce privește calitatea Pe fig - este o diagramă a unui sistem de management al calității Consumatorii (și alte părți interesate) Consumatorii (și alte părți interesate) Satisfacţie Legendă: Activități de valoare adăugată Cerințe Fluxul de informații Orez - Schema sistemului de management al calitatii ASIGURAREA ȘI CONTROLUL CALITĂȚII DE LABORATOR CLINIC Sistemul de management al calității în raport cu activitățile laboratoarelor de diagnostic clinic este stabilit în standardul GOST R ISO "Laboratoare medicale Cerințe de calitate și competență EVALUAREA FIABILITĂȚII ANALITICE A METODELOR DE CERCETARE Fiabilitatea analitică a studiilor clinice de laborator se caracterizează prin proprietățile metodelor prin care sunt efectuate: • pentru metode cantitative: despre acuratețea (corectitudinea și precizia) măsurătorilor; ❖ sensibilitate analitică; ❖ specificitatea analitică; • pentru metode necantitative (calitative): ■> frecvenţa de coincidenţă a depistarii anomaliilor patologice ale componentei studiate a biomaterialului cu prezenţa confirmată obiectiv a bolii corespunzătoare Parametrul țintă al fiabilității analitice a studiilor clinice de laborator este capacitatea lor de a distinge în mod fiabil între valorile conținutului anumitor analiți din compoziția biomaterialelor, care sunt caracteristice sănătății și patologiei La diferențierea rezultatelor studiilor de laborator care sunt caracteristice unei stări de sănătate sau patologie, trebuie avut în vedere faptul că datele studiilor de probe de biomateriale reflectă conținutul substanțelor sau celulelor în cauză din corpul subiectului cu un anumit grad de incertitudine, de ex cu dispersie de valori numerice De aceea, pentru a identifica abaterile patologice (variatia patologica), acestea trebuie diferentiate de fluctuatiile rezultatelor cauzate de alte motive (Tabelul - ) Tabelul - Variații ale rezultatelor de laborator datorate unor factori nepatologici Variația Cauzele și mecanismul oscilațiilor Fluctuații biologice intraindividuale (personale) în manifestările funcțiilor fiziologice în jurul punctelor homeostatice ale subiectului Interindividual biologic (grup) Intervale de fluctuații ale punctelor homeostatice la diferite persoane care alcătuiesc populația Influența preanalitică a condițiilor de colectare, depozitare și transport la laborator a probelor de materiale biologice prelevate de la pacienți Efecte iatrogenice ale intervențiilor diagnostice și terapeutice asupra pacientului înainte de testarea de laborator Fluctuații analitice ale rezultatelor măsurătorilor conținutului de analiți din probele de materiale biologice, cauzate de factori de erori aleatorii și sistematice în procedurile analitice Pentru a identifica cu încredere anomaliile datorate patologiei și numite variație patologică, acestea trebuie diferențiate de variația analitică Variația biologică este principalul factor în incertitudinea rezultatelor de laborator, care prin natura sa este fundamental diferită de variația analitică Cu alte cuvinte, modificările în compoziția biomaterialelor umane, care reflectă cursul proceselor vitale din organism, sunt caracterizate de o combinație de stabilitate în anumite limite ale constantei mediului intern (homeostazie) și fluctuații dinamice în jurul punctului de homeostazie Variația biologică personală reflectă fluctuații în manifestările funcțiilor fiziologice în jurul punctelor homeostatice ale subiectului Variația biologică interindividuală sau de grup, supusă tiparelor statistice, este un interval de fluctuații ASIGURAREA CALITĂŢII ŞI CONTROLUL CALITĂŢII STUDII CLINICE DE LABORATOR a punctelor homeostatice ale unor grupuri de persoane unite după un anumit atribut (sex, vârstă, etnie sau apartenenţă profesională) Variația preanalitică - manifestări ale variației biologice, care reflectă reacția organismului la diverși factori de mediu, condițiile de pregătire a subiectului pentru un test de laborator și prelevarea unei probe de biomaterial Variația iatrogenă reflectă diferite tipuri de efecte diagnostice și terapeutice asupra pacientului înainte de efectuarea unui test de laborator Influența factorilor de variație preanalitici și iatrogeni poate fi redusă la minimum sau caracterizată cu precizie folosind reguli standardizate pentru efectuarea etapei preanalitice a studiilor clinice de laborator (GOST R "Tehnologii de laborator clinic Asigurarea calității studiilor clinice de laborator " Partea Efectuarea studiilor preanalitice etapă) Gradul de influență al variației analitice poate fi caracterizat și redus la un nivel acceptabil la alegerea metodelor de studiere a componentelor cu fiabilitate analitică dovedită (acuratețe, sensibilitate, specificitate) [GOST R "Tehnologii de laborator clinic Cerințe pentru calitatea cercetării clinice de laborator Partea Reguli pentru evaluarea fiabilității analitice a metodelor de cercetare (acuratețe, sensibilitate, specificitate)], respectarea regulilor de control al calității intralaborator al metodelor de cercetare clinică de laborator (GOST R "Tehnologii de laborator clinic Controlul calității cercetării clinice de laborator" Partea Reguli pentru efectuarea controlului calității de laborator al metodelor cantitative ale studiilor clinice de laborator folosind materiale de control) și aplicarea limitelor de eroare de măsurare în laboratoarele de diagnostic clinic (GOST R "Tehnologii de laborator clinic Controlul calității studiilor clinice de laborator" Partea Limitele erorilor admisibile în rezultatele măsurării analiților în laboratoarele de diagnostic clinic) Ca bază pentru evaluarea acurateței distingerii variațiilor patologice și analitice și pentru stabilirea cerințelor uniforme pentru fiecare analit, o proprietate a compoziției biomaterialelor umane, care are o bază fundamentală naturală, este considerată a fi variația biologică în diferite combinații ale componentelor sale , intra-individuală și inter-individuală Acuratețea (corectitudinea și precizia) studiilor (măsurătorilor) clinice cantitative de laborator, precum și a oricăror măsurători, se caracterizează prin dimensiunea erorilor aleatorii și sistematice ale rezultatelor Elaborarea cerințelor justificate în mod obiectiv pentru acuratețea studiilor clinice de laborator constă în stabilirea valorilor maxime admise ale erorilor analitice ale metodelor de cercetare cantitativă (măsurători) cantităților fizice (compoziția și proprietățile componentelor materialelor biologice) în probele de materiale biologice luate de la pacienti În conformitate cu GOST R ISO - , atunci când se evaluează acuratețea măsurătorilor, fiecare rezultat al măsurătorilor este considerat ca suma a trei componente: y - w + B ± e, ( ) unde y este rezultatul măsurării; m este valoarea medie globală (așteptările matematice); B este componenta de laborator a erorii sistematice în condiții de repetabilitate; e este componenta aleatorie a erorii fiecărui rezultat de măsurare în condiții de repetabilitate Valoarea medie generală a setului de rezultate de măsurare sau valoarea de referință acceptată este utilizată în condițiile în care valoarea adevărată a mărimii fizice măsurate (valoarea de referință a mărimii măsurate în unități legale) nu poate fi stabilită din lipsa necesarului standard ASIGURAREA CALITĂȚII ȘI CONTROLUL CALITĂȚII PENTRU STUDII CLINICE DE LABORATOR Poate fi obținută ca valoare teoretică sau stabilită pe baza principiilor științifice, sau ca valoare atribuită (acordată) sau certificată pe baza lucrărilor experimentale, conform GOST - , precum și ca valoare o valoare medie a unui set dat de rezultate de măsurare Eroarea sistematică (diferența dintre așteptarea matematică a rezultatelor măsurătorilor și valoarea de referință adevărată sau acceptată) caracterizează corectitudinea măsurătorilor, i e gradul de apropiere a rezultatului de valoarea reală a mărimii măsurate, iar în practică - de valoarea de referință acceptată Componenta de laborator a erorii sistematice (bias) atunci când se utilizează o metodă de măsurare specifică în condiții reale de măsurare într-un laborator de diagnostic clinic se referă la rezultatul mediu global sau la o valoare stabilită, certificată Componenta aleatorie a erorii rezultatului măsurării este caracterizată de precizie - gradul de apropiere unul de celălalt al rezultatelor măsurătorii independente obținute în condiții specifice reglementate Nu are nicio legătură cu valoarea certificată adevărată sau stabilită a cantității măsurate Pentru metodele de cercetare cantitativă se dezvoltă cerințe pentru caracteristicile de repetabilitate și precizie, care reflectă mărimea erorii aleatorii, care se manifestă prin dispersarea rezultatelor măsurătorilor omogene și se exprimă prin abaterea standard, sau coeficientul, de variație GOST R ISO - - stabilește valorile incertitudinilor în estimările abaterilor standard de precizie (convergență și reproductibilitate) și eroarea sistematică a metodei de măsurare și implementarea acesteia într-un anumit laborator, care sunt date în tabelele standardului specificat Când se calculează nivelul de bază (de dorit) al valorii așteptate din punct de vedere matematic al unei erori analitice aleatoare (pentru un număr infinit de măsurători), se presupune că eroarea analitică maximă admisă, caracterizată prin coeficientul de variație, ar trebui să fie: CVa persoane selectate în ambulatoriu fără semne de patologie (persoane practic sănătoase); ❖ pacienți selecționați internați fără anumite semne de patologie; o pacienți selectați cu anumite semne ale unei boli: indivizi selectați din grupul de pacienți imobilizați fără anumite semne de patologie • Pentru cea mai eficientă utilizare clinică, intervalele de referință și limitele de referință ar trebui să fie atribuite diferitelor subpopulații în funcție de etnie, vârstă (la pacienții mai în vârstă, mulți parametri de laborator pot reflecta îmbătrânirea sau prezența bolii cronice) sau alte caracteristici Limitele de referință pentru femeile însărcinate ar trebui să fie legate de diferitele trimestre de sarcină Pacienții care iau în mod cronic medicamente care reglează funcțiile afectate ar trebui să aibă limite de referință special stabilite pentru conținutul analiților relevanți, ținând cont de prezența medicamentelor administrate cronic • Intervalele de referință ale populației pot fi: -o univariant - legat de determinarea unui analit și independent de timp; o-multivarian - obținut prin prelucrarea combinată a mai multor parametri de laborator în același grup de indivizi de referință; ASIGURAREA ŞI CONTROLUL CALITĂŢII LABORATORULUI CLINIC ❖ bazat pe timp - în funcție de momentul preluării materialului pentru cercetare, ținând cont de bioritmuri (evaluarea variabilității ritmice și calculul intervalelor de referință înguste bazate pe timp folosind metode matematice adecvate) • Toți pacienții incluși în grupul de referință trebuie examinați folosind aceeași metodă analitică care are sensibilitatea, specificitatea, stabilitatea necesare, bine calibrate și efectuate cu acuratețe de către personalul de laborator cu respectarea tuturor cerințelor metodologice, cu condiția să se utilizeze reactivi certificati, luând în considerare ia în considerare criteriile de selecție pentru grupurile de referință, condițiile standardizate pentru pregătirea pacienților examinați pentru teste de laborator, folosind o singură metodă analitică fiabilă Acest lucru oferă un grup omogen de rezultate - valori de referință care pot servi drept bază de încredere pentru calcularea intervalelor de referință • Metoda statistică de calcul a intervalului de referință este determinată de natura distribuției în seria valorilor de referință: cu o ipoteză preliminară despre natura distribuției datelor, se folosesc metode parametrice; în absența unor ipoteze preliminare despre distribuția datelor, se folosesc și metode neparametrice Cu o distribuție normală, valorile de referință sunt caracterizate de media aritmetică (X) și deviația standard (S); acesta din urmă face posibilă estimarea împrăștierii datelor, i e dispersie Cu o distribuție normală, partea din zonă cuprinsă între - S și + S acoperă , % din toate opțiunile, de la - S la + S - , % din toate opțiunile, de la - S la + S - , % din toate opțiunile % centrale sunt în X± , S De aceea, pentru a obține un interval de referință de %, este necesar să se găsească valoarea medie și două puncte corespunzătoare lui X- S și X+ S În acest caz, o valoare din va fi în afara intervalului de referință Pentru a calcula acuratețea determinării limitelor intervalului de referință, se pot determina intervalele de încredere ale acestora - intervale de valori în care valoarea acestui parametru este situată cu o anumită probabilitate Deci, atunci când se aplică metoda parametrică Gaussiană, intervalul de încredere cu o probabilitate de % este calculat prin formula: A ± , S / V p, ( ) unde A este valoarea limitei intervalului de referință (inferioară sau superioară) Verificarea coincidentei distributiei obtinute cu cea normala se poate realiza grafic folosind constructia unei histograme În acest caz, se evaluează prezența asimetriei, adică o creștere a frecvenței valorilor în jumătatea din stânga (asimetrie pozitivă) sau dreapta (asimetrie negativă) a seriei O modalitate de a evalua distribuția este identificarea exceselor după natura vârfurilor Un vârf prea ascuțit se numește kurtoză pozitivă; un vârf prea plat se numește kurtoză negativă Prezența a două vârfuri indică o distribuție bimodală, reflectând cel mai probabil compoziția insuficient omogenă a grupului de referință (pe sex, vârstă, stare fiziologică) Ca metode matematice de evaluare a naturii distribuției, se utilizează testul statistic Lilliefors - un test Kolmogorov-Smirnov adaptat, un test chi-pătrat De asemenea, este posibilă transformarea matematică a distribuției prin înlocuirea valorilor obținute cu logaritmii acestora La calcularea intervalelor de referință pentru analiți, care se caracterizează prin distribuții ale valorilor în solurile de referință ale oamenilor sănătoși care diferă de distribuția normală, se folosesc metode neparametrice, în special metoda rangului Când se utilizează metoda rank, toate rezultatele cercetării ASIGURAREA CALITĂȚII ȘI CONTROLUL CALITĂȚII STUDIILOR CLINICE DE LABORATOR sunt dispuse în ordinea creșterii valorilor lor numerice, fiecărei valori i se atribuie un număr de la unu la n, corespunzător numărului de valori cuprinse în serie Valoarea limitei inferioare a intervalului de referință de % ( , percentile sau , fractil) corespunde valorii al cărei număr de serie este determinat de formula: r \u d , x (n + ), ( ) unde r este locul (rangul) ordinal al cantității; n este dimensiunea grupului În consecință, valoarea limitei superioare a intervalului de referință de % ( , percentile, sau , fractil) este egală cu valoarea al cărei număr de serie este , x(n+ ) Intervalele de încredere pentru limitele superioare și inferioare ale intervalului de referință sunt determinate din tabele speciale Folosind un astfel de tabel, este posibil să se determine dimensiunea minimă a grupului chestionat cu un interval de încredere de % de cel puțin de persoane Deoarece variația biologică a analiților poate fi destul de mare, numărul de grupuri de referință ar trebui să fie mai mare Când se examinează un grup de referință, valorile rezultatelor individuale pot fi departe de cea mai mare parte a valorilor numerice Astfel de rezultate se numesc valori aberante Pentru a verifica dacă o anumită valoare este într-adevăr în afara intervalului, se folosește următorul criteriu: valoarea cea mai mare sau cea mai mică poate fi eliminată dacă distanța dintre aceasta și cea mai apropiată valoare din serie depășește */ din întreaga serie de valori • Un număr semnificativ de laboratoare nu au capacitatea de a stabili în mod independent limite de referință pentru analiții analizați și de a se referi la informații publicate în manuale și manuale Atunci când se utilizează truse gata făcute în studii, se aplică limitele de referință stabilite de producătorul acestor truse Cu toate acestea, înainte de a se baza pe limitele de referință raportate de producătorul trusei sau din literatură, ar trebui să se facă o evaluare comparativă a caracteristicilor de corectitudine și reproductibilitate ale metodei utilizate pentru stabilirea limitelor de referință și a metodei utilizate în laborator Pe baza acestei comparații, valorile limită de referință pot fi ajustate • Următoarele metode sunt disponibile pentru estimarea limitelor de referință înainte de a le utiliza în laborator ❖ O comparație documentată a tuturor factorilor care pot influența intervalul de referință (endogen, exogen, etnic, genetic, de laborator, analitic, statistic) între laboratorul propriu și sursa intervalului de referință ❖ Selectarea și examinarea atentă a unui grup mic de referință (aproximativ de persoane), excluderea valorilor în afara intervalului pe baza criteriului Reed (seria Y ) și completarea grupului din nou până la de persoane Dacă nu mai mult de valori se încadrează în afara intervalului de referință, acesta poate fi acceptat de laborator Dacă există sau mai multe valori în afara intervalului gay, procedura poate fi repetată cu un alt grup de de persoane o Examinarea unui grup de referință redus de de persoane și compararea mediei aritmetice și a abaterilor standard ale intervalului experimental și intervalul propus pentru utilizare <> Dacă aveți încredere în fiabilitatea analitică ridicată a metodei utilizate, atunci când treceți la o nouă tehnologie sau un nou instrument, puteți aplica ecuația de regresie liniară: ASIGURAREA ŞI CONTROLUL CALITĂŢII LABORATORULUI CLINIC rezultat nou = rezultat vechi x coeficient + intercept • Transferul limitelor de referință la un anumit laborator de la altul poate fi facilitat prin utilizarea unor calibratori identici • Intervalele de referință și limitele acestora, combinate cu starea normală de sănătate confirmată a unui anumit individ sau a unui grup de persoane sănătoase cunoscute de același sex și grup de vârstă, sunt utilizate pentru a trimite rezultatul unui test de laborator determinat la un anumit pacient la nivelul normal sau domeniul patologic de valori De obicei, valorile observate sunt comparate cu o limită de referință superioară sau inferioară În acest caz, ar trebui să se ia în considerare gradul de suprapunere reciprocă a distribuțiilor valorilor unui anumit analit la persoanele sănătoase și la cei care suferă de o anumită boală, precum și punctul de limită utilizat în acest caz Valoarea observată poate fi caracterizată printr-o poziție joasă, medie sau ridicată în distribuția de referință De asemenea, este posibil să se calculeze valoarea observată în raport cu valoarea medie aritmetică și abaterea standard folosind formula: Z=(xX)/S, ( ) unde Z este poziția mărimii observate în distribuție; X este media aritmetică; X este valoarea observată, s este abaterea standard Pentru o caracterizare mai precisă a valorii determinate, puteți folosi nu numai percentilele de , și , , ci și și , și , și , și , și etc Calcularea scorului percentilei unei anumite valori a rezultatului studiului este posibilă folosind o ecuație de regresie, care poate oferi rezultate mai stabile și posibilitatea de a obține toate percentilele dorite • Limitele de referință stabilite la un grup de pacienți care suferă de un tip de patologie altfel confirmat pot fi utilizate pentru a identifica forma adecvată a bolii INDICI DE INDIVIDUALITATE A ANALITILOR SI EFECTUL LOR ASUPRA NATURII APLICARII TESTELOR RELEVANTE Depășirea valorilor conținutului de analit la pacientul examinat dincolo de limitele de referință este de obicei considerată a fi un semn de patologie Universalitatea acestei abordări poate fi limitată de particularitățile proprietăților individuale ale analiților, adică intervalul de variație a rezultatelor determinărilor lor Pentru analiții cu o gamă mică de variație a stării de sănătate, probabilitatea ca variația patologică să se încadreze în afara limitelor de referință ale populației este mai mică decât pentru analiții cu o gamă mare de variație Aceste caracteristici ale analiților pot fi cuantificate prin calcularea indicelui lor de individualitate, care este raportul dintre coeficienții de variație intra- și inter-individuală a analiților: П-С^/СV, , ( ) unde II este indicele de individualitate; CVj este coeficientul de variație biologică intra-individuală; CVG este coeficientul de variație biologică interindividuală Sensibilitatea diagnostică a testului este cu atât mai mare, cu atât valoarea indicelui de individualitate este mai mare În cel mai simplu caz (utilizarea unui test de laborator și prezența posibilă a unei forme de patologie), inerente unui grup de pacienți sănătoși și unui grup de pacienți cu ASIGURAREA ȘI CONTROLUL CALITĂȚII DE LABORATOR CLINIC Orez - Distribuția ipotetică a rezultatelor testelor în rândul persoanelor sănătoase și bolnave o anumită formă de patologie, rezultatele unui test de laborator formează două curbe, parțial suprapuse una peste alta (Fig - ) Raportul ariei descrise de fiecare curbă, cu părțile lor suprapuse, va da o caracteristică cantitativă a capacității de discriminare (distingere) a testului în raport cu patologia studiată La interpretarea rezultatelor testelor de laborator, valorile obținute sunt clasificate ca pozitive (patologie de confirmare) și negative (patologia care nu confirmă) Sub influența factorilor de variație biologică și analitică se poate observa o suprapunere reciprocă a valorilor rezultatelor cercetării între intervalele caracteristice grupurilor de bolnavi și sănătoși, ceea ce duce la clasificarea unora dintre valorile obținute ca fals pozitiv sau fals negativ Un rezultat pozitiv adevărat confirmă patologia reală; un rezultat negativ adevărat exclude patologia atunci când aceasta este de fapt absentă Un rezultat fals-negativ exclude o boală atunci când aceasta este de fapt prezentă Un rezultat fals-pozitiv confirmă o patologie în ciuda absenței ei în realitate Rapoartele acestor grupuri de valori obținute sunt utilizate pentru a cuantifica conținutul de informații clinice al testelor de laborator pe baza calculului probabilității unei anumite categorii de valori într-o stare de sănătate sau de boală, precum și în diferențierea a mai multor boli La diferențierea mai multor boli, se compară curbele formate din valorile rezultatelor de laborator obținute, respectiv, în timpul examinării pacienților care suferă de aceste forme de patologie Combinația acestor curbe formează un spațiu multidimensional în care pot fi determinate matematic zone corespunzătoare anumitor tipuri de patologie Criteriul capacității de discriminare a testului poate fi determinat de distanța dintre coordonatele celei mai înalte frecvențe a indicatorilor de test pentru o patologie dată de centrul regiunii spațiale inerente unei alte patologii Întrucât probabilitatea reală a patologiei joacă un rol important în acest sistem, datele epidemiologice clinice obținute folosind principiile medicinei bazate pe dovezi sunt utilizate pentru a fundamenta valorile numerice ale probabilității ei ASIGURAREA ŞI CONTROLUL CALITĂŢII LABORATORULUI CLINIC ar trebui să se bazeze pe rezultatele studiilor clinice controlate randomizate efectuate pe grupuri experimentale și de control de subiecți selectați aleatoriu, dar cu respectarea strictă a criteriilor de includere, excludere și egalitate pentru factorii care afectează rezultatul bolii În practică, aceste caracteristici ale testelor de laborator sunt determinate pe baza unei analize statistice a rețelelor de rezultate ale cercetării și sunt caracterizate matematic prin patogmonicitatea unui indicator de laborator pentru diagnosticarea unei boli Ca urmare a acumulării de date privind utilizarea efectivă a testelor de laborator în grupuri de persoane sănătoase și pacienți care suferă în mod evident de un anumit tip de patologie, se formează clase de valori ale rezultatelor studiilor acestui analit: • adevărat pozitiv; • negative adevărate; • fals pozitiv; • false negative Relațiile matematice ale acestor grupuri de rezultate de laborator servesc ca bază pentru caracterizarea parametrilor conținutului informațiilor clinice ale unui test de laborator: • sensibilitate clinică; • specificitatea clinică; • eficienta diagnosticului; • valoare predictivă; • probabilitatea pre- și post-test; • rapoarte de probabilitate Specificitatea clinică (diagnostic) a unui test de laborator se caracterizează prin numărul de persoane clasificate corect conform rezultatelor studiului ca nefiind într-o anumită stare, împărțit la numărul tuturor persoanelor care nu se află în această afecțiune (Tabelul - ) Tabelul - Criterii de evaluare a valorii diagnostice a unui test de laborator Criterii Boală prezentă Fără boală Rezultatul este pozitiv a - adevărat pozitiv b - fals pozitiv Rezultatul este negativ c - fals negativ d - adevărat negativ Probabilitatea anterioară de boală (a+c)/(a+b+c+d) = proporția de pacienți din lotul de studiu Sensibilitatea clinică a (a + c) - proporția de rezultate pozitive adevărate la un grup de pacienți Specificitatea clinică d/(b+d) = proporția rezultatelor negative adevărate în grupul sănătos Valoarea predictivă a unui rezultat pozitiv a / (a + b) - proporția rezultatelor pozitive adevărate dintre toate rezultatele pozitive Valoarea predictivă negativă d/(c+d) = Proporția negativelor adevărate dintre toate negativele Performanța de diagnosticare a unui test (a+d)/(a+b+c+d) = proporția rezultatelor testelor reale dintre toate rezultatele testelor Raportul de probabilitate a unui rezultat pozitiv al testului a /(a+c)/b/(b+d) Raportul de probabilitate al unui rezultat negativ al testului c/(a+c)/d/(b+d) Evaluarea sensibilității și specificității este importantă atunci când alegeți un test de laborator pentru utilizare în anumite aplicații clinice Sensibilitatea testului reflectă probabilitatea rezultatului său pozitiv în prezența patologiei Sensibilitatea ridicată a testului îi permite să identifice pacienții din populația generală Specificitatea unui test reflectă probabilitatea unui rezultat negativ ASIGURAREA ȘI CONTROLUL CALITĂȚII DE LABORATOR CLINIC duce la absența patologiei, care, cu o specificitate ridicată, ne permite să îndepărtăm oamenii sănătoși dintr-o populație cu o patologie suspectată Combinația dintre sensibilitatea clinică și specificitatea clinică a testului caracterizează performanța diagnostică a testului La interpretarea testelor de laborator, probabilitatea prezenței reale a patologiei într-un rezultat pozitiv sau fiabilitatea excluderii patologiei într-un rezultat negativ este evaluată pe baza determinării valorii predictive a rezultatelor pozitive sau negative Valoarea predictivă (probabilitatea post-test de apariție a bolii la un pacient) a rezultatului unui test de laborator depinde de prevalența bolii în populație (Tabelele - ), care altfel poate fi considerată probabilitatea pre-test de a avea o boala la un pacient Tabelul - Relația dintre prevalența bolii într-o populație și valoarea predictivă a unui rezultat pozitiv al unui test de laborator Prevalența bolii în populație, % Valoarea predictivă a unui rezultat pozitiv al testului, % , , , , Interdependența probabilității pre- și post-test a bolii cu o anumită sensibilitate și specificitate a testului este prezentată în tabel - Tabelul - Interdependența probabilității de patologie pre și post-test la un pacient folosind un test de laborator cu o sensibilitate de % și o specificitate de % Probabilitate pre-test Probabilitate post-test , , , , , , Pentru a calcula probabilitatea de îmbolnăvire (probabilitatea post-test) pe baza unui rezultat pozitiv sau negativ al testului, se utilizează un raport de probabilitate (RRT) care rezumă aceleași informații ca scorurile de sensibilitate și specificitate OTR pentru rezultatul unui test de diagnostic specific este raportul dintre probabilitatea de a obține un anumit rezultat la pacienții cu o boală și probabilitatea de a obține același rezultat la persoanele fără boală OTP arată de câte ori este mai mare sau mai mică probabilitatea de a obține un anumit rezultat al testului la pacienți, comparativ cu persoanele sănătoase OTP vă permite să depășiți o evaluare brută a rezultatelor unui test de laborator (normal sau patologic) în cazul caracterizării acurateței unui test de diagnostic pe baza doar conceptelor de sensibilitate și specificitate cu un singur punct de separare În astfel de situații, poziția punctului de tăiere pe tranziția continuă dintre normă și patologie este stabilită în mod arbitrar OTP poate fi determinat pentru orice număr de rezultate ale testelor pe întregul interval de valori acceptabile Prezența bolii este mai probabilă cu o abatere extremă a rezultatului testului de la normă decât în cazul unui rezultat apropiat de limita normei Prin această abordare se generează informații despre gradul de abatere de la normă, și nu doar despre faptul prezenței sau absenței bolii ASIGURAREA ŞI CONTROLUL CALITĂŢII LABORATORULUI CLINIC Când se calculează RTP într-un anumit interval de rezultate ale testelor, sensibilitatea se referă la încrederea medicului în utilizarea unui anumit rezultat al testului pentru a identifica pacienții cu o boală, și nu cu grade diferite de anomalie O abordare similară este utilizată atunci când se determină specificitatea Interpretarea rezultatelor calculului OTP: • OTP(+) mai mare de sau OTP(-) mai mică de , este baza pentru decizia finală a diagnosticului; • OTP(+) de la la și OTP(-) de la , la , sunt motive moderate pentru o decizie de diagnostic; • OTP(+) de la la și OTP(-) de la , la , - mici motive pentru modificarea evaluării probabilității de îmbolnăvire; • OTP(+) și OTP(-) de la , la - aproape nu modifică probabilitatea bolii la pacient Folosind indicatorii de mai sus, se poate efectua un calcul cantitativ al conținutului de informații al unui test de laborator (J): J = log (probabilitate posttest/probabilitate pretest), ( ) unde probabilitatea pretest este probabilitatea de îmbolnăvire în populație; probabilitatea post-test este valoarea predictivă a rezultatului unui test de laborator J = log [R / ( + p x (R - ))] x biți de informații, ( ) unde R este OTP; p este probabilitatea pretest Pentru a evalua cu precizie semnificația diferenței dintre valorile a două măsurători consecutive ale analiților la același pacient, se utilizează un coeficient critic de diferență (diferența de referință în valori) Calculul acestui criteriu se bazează pe dependența: RCV = K x [(CVI) + (CVDre, ( ) unde RCV este factorul critic de diferență sau diferența de referință a valorilor; K este o constantă în funcție de mărimea riscului (cu mărimea riscului de , , constanta este , ); СV] este coeficientul de variație biologică intra-individuală; CVA este coeficientul de variație analitică între serii SELECTAREA PUNCTELOR CURT-OFF ȘI INFLUENȚA LOR ASUPRA CARACTERISTICILOR INFORMATIVITĂȚII STUDIILOR DE LABORATOR Clasificarea valorilor rezultatelor ca adevărate sau false depinde de alegerea punctului de limită, linia de despărțire dintre valorile caracteristice indivizilor sănătoși și bolnavi Deoarece evaluarea sensibilității și specificității clinice depinde de rapoartele cantitative ale diferitelor clase de valori ale rezultatelor, alegerea unui punct de limită ar trebui determinată de natura procesului patologic și de consecințele medicale care decurg din diagnosticul stabilit Pe exemplul din fig - , atunci când este selectat ca punct de limită A, testul are o sensibilitate de % în raport cu prezența patologiei și specificitatea scăzută Rezultatele negative ale testelor cu această sensibilitate sunt cele mai informative, deoarece indivizii sănătoși sunt excluși din populația generală Recomandat devreme la diagnosticare pentru a restrânge populația țintă Selectarea C ca punct de limită oferă testului o specificitate de % și reduce sensibilitatea Cele mai informative rezultate pozitive ale acestora ASIGURAREA CALITĂȚII ȘI CONTROLUL CALITĂȚII TESTELOR CLINICE DE LABORATOR , deoarece permit identificarea pacienților din populația examinată și confirmarea diagnosticului prezumtiv Proprietățile testului ajută la prevenirea vătămării unui rezultat fals pozitiv Pentru majoritatea situațiilor clinice, punctul B este ales ca punct de limită ca limită a intervalului de referință, adică intervalul de valori ale rezultatelor testelor la persoanele sănătoase, caracterizat prin media aritmetică și intervalul limitat de abateri standard în fiecare direcție) Rezultatul dincolo de limitele de referință caracteristice persoanelor sănătoase poate indica o patologie Atunci când se evaluează acuratețea distingerii dintre grupurile examinate în funcție de rezultatele unui test de laborator, se utilizează eficiența sa diagnostică (capacitatea de discriminare), care depinde de raportul dintre sensibilitatea și specificitatea diagnosticului (clinic) Un test de laborator poate avea multe perechi de sensibilitate și specificitate și trebuie descris prin întreaga gamă a relațiilor lor pentru a stabili puncte de separare (niveluri de decizie, praguri de diagnostic) Raportul dintre sensibilitatea și specificitatea testului, a cărui răspândire a rezultatelor în două grupuri alternative de subiecți (sănătoși și bolnavi) se suprapun reciproc, depinde de criteriul de separare a acestor grupuri Deplasarea punctului de separare într-o direcție sau alta duce la o modificare a raportului dintre sensibilitate și specificitate în direcția opusă Pentru stabilirea punctului de separare, ținând cont de consecințele deciziilor false, se folosește o curbă caracteristică (Receiver Operating Characteristic Relative Operating Characteristic - ROC-cnrve) - o curbă de dependență reciprocă a probabilităților de rezultate fals pozitive și adevărate pozitive ( sensibilitate și specificitate) Curba ROC este o reprezentare grafică a întregului spectru de sensibilitate și specificitate, deoarece poate afișa toate perechile posibile de sensibilitate-specificitate pentru un anumit test de laborator Deoarece ratele adevărate pozitive și fals pozitive pot fi calculate din rezultatele în două grupuri (sănătoși și bolnavi) separat, curba ROC nu depinde de prevalența bolii În funcție de punctele de împărțire și de gradul de suprapunere a acestora, curba ROC are o formă și o poziție diferită Echilibrul dorit între sensibilitatea și specificitatea testului se realizează prin alegerea punctului de limită Cea mai clară distincție între subiecții bolnavi și sănătoși se realizează utilizând teste care au o curbă caracteristică a rezultatelor deplasată spre colțul din stânga sus al graficului (Fig - ) Pentru un test ideal, graficul trece prin colțul din stânga sus, unde rata pozitivă adevărată este % sau (sensibilitate ideală), iar rata fals pozitivă este (specificitate ideală) De aceea, cu cât curba este mai aproape de colțul din stânga sus, cu atât eficiența (precizia) de diagnosticare a testului este mai mare și invers, cu atât curba se îndoaie mai puțin și cu atât este mai aproape de o linie dreaptă care trece la un unghi de * cercetarea diagnostică mai puțin eficientă Punctele de pe o astfel de diagonală corespund lipsei de eficiență a diagnosticului Metoda de estimare a curbelor ROC este estimarea ariei de sub curbe Teoretic, aria variază de la la , totuși, deoarece testele utile pentru diagnostic sunt caracterizate printr-o curbă situată deasupra diagonalei pozitive (în Fig - este indicată printr-o linie punctată), se spune că modificările se modifică de la , (lipsa eficacității diagnostice a testului) la (eficiența maximă a testului) Această estimare poate fi obținută direct calculând aria de sub poliedru mărginită în dreapta și dedesubt de axele de coordonate și ASIGURAREA ŞI CONTROLUL CALITĂŢII LABORATORULUI CLINIC Orez - curba ROC stânga sus - puncte obţinute experimental Când se evaluează vizual curbele ROC, locația una față de cealaltă indică eficiența lor comparativă Curba situată deasupra și în stânga indică o eficiență diagnostică mai mare a testului de laborator EVALUAREA EXTERNĂ A CALITĂȚII STUDIILOR CLINICE DE LABORATOR Evaluarea externă a calității (QA) a studiilor efectuate la CDL este cel mai important element al sistemului de asigurare a calității pentru diagnosticul clinic de laborator EQA vizează în primul rând asigurarea corectitudinii rezultatelor studiilor materialelor biologice din CDL și, în consecință, comparabilitatea rezultatelor obținute în diferite laboratoare În plus, evaluarea externă servește ca instrument obiectiv de evaluare a conformității rezultatelor de laborator cu standardele de calitate stabilite EXPERIENTA STRAINA Experiența străină în construirea sistemelor FQA a arătat avantaje serioase ale sistemelor naționale mari în comparație cu sistemele regionale mici La nivel național sunt organizate sisteme FQA în multe țări dezvoltate (Australia, Marea Britanie, SUA, Finlanda, Germania, Franța) Unele dintre aceste sisteme au început să capete caracteristicile transnaționale, implicând laboratoare clinice din alte țări Beneficiile cheie ale sistemelor la nivel național Crearea unui sistem amplu de EQA la nivel național face posibilă implicarea specialiștilor de frunte ai țării în implementarea acestuia, ceea ce este necesar pentru atingerea unui nivel științific și metodologic înalt al sistemului, corespunzător rolului responsabil pe care EQA îl joacă în medicină Controlul calității cercetării de laborator este un domeniu special de cunoaștere, care include, pe lângă aspectele metodologice ale medicinei de laborator, metodologia modernă de control al calității sistemelor analitice, bazele teoriei erorilor, metrologia și statistica matematică Datorită specificului acestei zone, numărul de angajați în CERCETARE DE LABORATOR CLINIC ASIGURAREA CALITĂŢII ŞI CONTROLUL CALITĂŢII există un număr limitat de specialişti, ceea ce face ca posibilitatea de a-şi combina eforturile în astfel de sisteme mai degrabă unică, de neatins în alte condiţii Certificarea corectă a probelor de control (la baza oricărui sistem BOC), în primul rând obținerea unor valori de referință fiabile, specifice fiecărei metode de analiză de laborator individuale și fiecărui lot individual de probă de control, este posibilă numai dacă există un număr mare de laboratoare clinice în sistemul Pentru a obține rezultate de referință fiabile, este necesar un minim de , de preferință mai mult de de participanți în grupuri specifice metodei Implementarea altor abordări de certificare a probelor de control într-o rețea de laboratoare acreditate și/sau de referință, create pe baza celor mai bune laboratoare clinice de diagnostic și analiză din țară, este disponibilă și numai pentru sistemele naționale EQA Având în vedere posibilitatea identificării unor grupuri mari de laboratoare folosind instrumente identice de diagnosticare de laborator, sistemele EQA mari fac posibilă obținerea de date statistice fiabile cu privire la caracteristicile comparative ale calității diferitelor seturi de reactivi, probe standard, dispozitive de măsurare etc Prin implicarea unui număr mare de laboratoare clinice, astfel de sisteme oferă informații care pot fi utilizate eficient la diferite niveluri de luare a deciziilor manageriale Laboratoarele clinice care participă la astfel de sisteme primesc date obiective privind calitatea studiilor efectuate, pe baza cărora decid asupra necesității revizuirii metodelor utilizate, truselor de reactivi și instrumentelor de măsurare, introducerii sistemelor de asigurare a calității în laborator și îmbunătățirea acestora O cantitate mare de date despre metodele utilizate în laboratoare, seturi de reactivi și instrumente de măsurare face posibilă evaluarea stării materialelor, bazei tehnice și metodologice a serviciului de laborator, pentru a determina cele mai urgente probleme pentru îmbunătățirea acestuia Compararea indicatorilor de calitate ai studiilor efectuate în grupuri de laboratoare folosind aceleași metode, truse de reactivi și instrumente de măsurare vă permite să evidențiați metodele care necesită controlul calității vizat Datele rezultate pot fi utilizate de autoritățile de supraveghere relevante O circumstanță importantă este posibilitatea reducerii costului EQA pentru un laborator participant: cu un număr mare de participanți, costul materialelor de control este semnificativ mai mic atunci când sunt fabricate sau achiziționate în cantități mari Aceeași circumstanță determină posibilitatea într-un sistem mare de a achiziționa mostre de control special pregătite pentru sistem "la comandă" și îndeplinirea obiectivelor unui anumit ciclu EQA Un avantaj major al sistemelor EQA la nivel național este capacitatea laboratoarelor competente (experte) de a verifica în mod regulat calitatea materialelor comerciale de control destinate utilizării în EQA, fără de care este imposibil să se asigure evaluarea corectă a calității studiilor în laboratoarele clinice SISTEMUL FEDERAL DE EVALUARE EXTERNĂ A CALITĂȚII STUDIILOR CLINICE DE LABORATOR Sistemul Federal de Evaluare Externă a Calității Testelor de Laborator Clinic (FSVOK) a fost înființat în țara noastră în anii - Principalele obiective ale FSVOK: • asistență laboratoarelor clinice într-o evaluare obiectivă a calității cercetării efectuate și elaborarea de recomandări pentru îmbunătățirea acesteia; • informarea laboratoarelor, specialiştilor şefi în diagnosticare de laborator clinic şi autorităţilor de sănătate publică despre comparaţie ASIGURAREA ŞI CONTROLUL CALITĂŢII LABORATORULUI CLINIC despre calitatea truselor de reactivi, calibratorilor și echipamentelor utilizate în practica casnică, precum și despre noile instrumente și metode de cercetare Încă de la începutul activității sale, FSVOK a funcționat nu ca sistem de autorizare administrativă, ci ca parte a serviciului de laborator al țării, ceea ce face posibilă identificarea erorilor care apar în CDL și acordarea de asistență în eliminarea surselor acestora Pentru a asigura obiectivitatea rezultatelor analizei probelor de control trimise acestora, imitand probe clinice reale, primite de la CDL, si pentru a evita substituirea sanctiunilor administrative cu asistenta necesara laboratoarelor in asigurarea calitatii a studiilor efectuate, confidențialitatea rezultatelor evaluării calității studiilor unui anumit laborator este respectată în FSQA Rezultatele sunt trimise numai la conducerea acestuia sub codul acestui laborator Responsabilitatea pentru utilizarea rezultatelor evaluării externe a calității și luarea deciziilor cu privire la acestea revine exclusiv șefului CDL Activitatea FSVOK are ca scop identificarea erorilor reale care sunt prezente în activitatea de rutină a laboratoarelor atunci când se analizează probe reale În acest scop, în FSQA se iau măsuri pentru a se asigura că laboratoarele participante nu văd nevoia de a crea "condiții speciale" atunci când examinează probele de control primite, precum și pentru a evita orice sancțiuni administrative directe pe baza rezultatelor evaluării calității a analizelor Acest lucru este asigurat, în special, de anonimatul unui anumit laborator; toate laboratoarele sunt codificate, informațiile despre calitatea cercetării în laborator sunt raportate doar șefului acestuia În cazurile în care astfel de informații sunt raportate asistentului șef de laborator al unei regiuni sau departament, se respectă cu strictețe cerința de a utiliza aceste informații numai în mod confidențial și doar de a identifica laboratoarele care au cea mai mare nevoie de asistență metodologică Această abordare încurajează laboratoarele să prezinte rezultate oneste ale testelor pe probele de control, efectuate în aceleași condiții ca și analizele probelor de pacienți, pentru a evalua singuri valoarea reală a informațiilor de diagnostic eliberate medicului În același timp, documentele de reglementare ale Ministerului Sănătății și Dezvoltării Sociale al Federației Ruse obligă fiecare laborator clinic să participe anual la FSVOK Prezentarea certificatelor de participare la FSVOK în anii anteriori și o scrisoare de confirmare a participării în anul curent este necesară pentru eliberarea de licențe și verificarea laboratoarelor Documentele de reglementare ale Ministerului Sănătății și Dezvoltării Sociale al Federației Ruse obligă autoritățile sanitare regionale și departamentale și medicii șefi ai instituțiilor medicale să asigure posibilitatea participării anuale a laboratoarelor subordonate la FSMOK Activitatea FSVOK este asigurată de Centrul pentru Controlul Extern al Calității Cercetării de Laborator Clinic împreună cu centrele teritoriale organizatorice, metodologice și de control pentru diagnosticarea clinică de laborator, Centrul Științific și Metodologic pentru Diagnosticare Clinică de Laborator și grupurile de experți ale FSVOK De-a lungul anilor FSVOK, numărul participanților săi a crescut de peste ori și până în a depășit de laboratoare reprezentând toate subiectele Federației Ruse FSVOK acoperă toate tipurile de cercetare clinică și de laborator de rutină și constă din mai mult de de secțiuni Mostre de control de FSVOK Proprietățile probelor de control trebuie să corespundă cât mai aproape cu proprietățile probelor reale studiate în laboratoarele clinice și, în același timp, să rămână omogene și stabile în timpul transportului și depozitării ÎN ASIGURAREA ȘI CONTROLUL CALITĂȚII DE LABORATOR CLINIC În unele cazuri, îndeplinirea simultană a tuturor cerințelor este nerealistă, iar acest lucru impune anumite limitări asupra metodologiei de evaluare externă a calității, făcând imposibilă acoperirea tuturor etapelor de pregătire a probei și a procesului analitic B FSMOK aplică următoarele tipuri de probe de control: • probe de control de fluide biologice umane (sânge, ser, plasmă, urină) și tulpini de control ale microorganismelor (sub formă de culturi, culturi liofilizate și suspensii bacteriene) - evaluarea externă a calității acoperă toate etapele procesului analitic, cu excepția procedura de preluare a unui fluid biologic de la un pacient; • probe și amestecuri artificiale (soluție de apă pentru controlul glucozei, urină artificială, suspensie de eritrocite, tulpini din colecția de stat a microorganismelor, probe de ADN bacterian) - proba nu poate conține componente străine care afectează rezultatul studiului unei probe reale; • frotiuri microscopice colorate și necolorate (a se vedea secțiunile "Formula leucocitelor", "Detecția microscopică a micobacteriilor cu un ochi Ziehl-Neelsen", "Citologie") - este controlată doar etapa de colorare a preparatelor și lucrul cu microscopul, erori la stadiu de pregătire a frotiului nu sunt detectate; • microfotografii și imagini video - este controlată doar etapa finală a studiului de diagnostic (recunoașterea modelelor) • În multe secțiuni se folosesc mostre de control ale producției industriale În aceste cazuri, un anumit producător (furnizor) de eșantioane de control este determinat pe bază de concurență, producătorii lideri interni și străini sunt invitați la competiție Unul dintre criteriile de selecție este gradul în care proprietățile probei martor corespund proprietăților probelor reale studiate în laboratoarele clinice În diferite secțiuni ale FSVOK, seturile includ de la la de probe de control, reflectând varietatea de probe reale studiate în laboratoarele clinice, inclusiv probe normale și patologice Algoritmi de lucru FSVOK Seturi de probe de control codificate cu documentația însoțitoare care descrie procedura de testare a probelor, formulare de înregistrare a rezultatelor obținute și alte informații necesare pentru evaluarea calității sunt livrate de la Centrul de Control Extern al Calității la laborator prin poștă sau serviciu de curierat Examinarea probelor de control trebuie efectuată într-o serie de examinări de rutină a probelor obișnuite care intră în laborator pentru analiză, în aceleași condiții, cu aceiași reactivi și pe același echipament Rezultatele studiilor probelor de control efectuate conform unei scheme date, introduse în formularele (formulare) corespunzătoare, sunt transmise FSMOK pentru evaluarea ulterioară Datele primite de la laboratoare sunt studiate de către angajații Centrului de Control Extern al Calității, verificându-se concomitent cu schema stabilită de analiză a probelor de control, corectitudinea unităților de măsură utilizate etc , pe baza pe care ei fac o concluzie despre posibilitatea introducerii lor într-un computer și prelucrarea ulterioară Schemele și algoritmii pentru evaluarea externă a calității depind de forma de prezentare a rezultatului cercetării Rezultatele analizei cantitative, exprimate ca număr dintr-o scară continuă de măsurători (în secțiuni precum "Biochimia sângelui", "Jucoză", "Hemoglobină", "Hemocitometrie", "Analiza urinei", "Coagulologie", "Hormoni și vitaminele ", "Gazele din sânge", "Lipidele și apolipoproteinele", etc ), sunt evaluate folosind statistici bazate pe distribuție ASIGURAREA ŞI CONTROLUL CALITĂŢII LABORATORULUI CLINIC Gauss Pentru fiecare probă de control sunt stabilite valori țintă pentru fiecare dintre indicatorii determinați în acesta Valoarea țintă poate fi media rezultatelor participanților care utilizează aceeași metodă analitică, media tuturor participanților care determină același indicator prin orice metodă, minus % din rezultatele extreme, sau o valoare de referință stabilită printr-o metodă de ordin superior precizie (de exemplu, în secțiunea "Glucoză" - concentrația de glucoză determinată într-o soluție standard apoasă prin cântărirea unei substanțe pure) Valorile țintă individuale pentru fiecare metodă sunt stabilite numai în cazurile în care există diferențe semnificative între valorile medii inerente naturii metodelor în sine În același timp, un laborator care își folosește corect metoda nu poate fi făcut responsabil pentru eroarea sa sistematică în raport cu alte metode Pentru a evalua acceptabilitatea erorii sistematice a rezultatului măsurării în jurul valorii țintă, se pune deoparte intervalul de valori acceptabile, care în majoritatea cazurilor este de ± l, s (s este abaterea standard interlaboratoare), ceea ce corespunde unei Interval de încredere de % în jurul valorii medii În secțiunile "Biochimia sângelui" și "Glucoza", "Electroforeza proteinelor din serul sanguin" și "Coagulologie", experții FSMOK au stabilit standarde fixe de precizie pe baza caracteristicilor analitice realizate în laboratoare și ținând cont de cerințele care decurg din variația biologică a aceşti indicatori în populaţie Pe lângă eroarea sistematică pentru rezultatele analizei cantitative, se face o evaluare a admisibilității unei erori aleatorii în ceea ce privește intervalul relativ dintre două măsurători paralele ale aceluiași eșantion Standardul de acuratețe pentru reproductibilitate este fie criterii fixe, fie , R (R este intervalul relativ mediu în populația de laboratoare evaluate) corespunzător punctului de limită superior de % al distribuției intervalului Această schemă de evaluare are avantaje față de o serie de scheme străine pentru evaluarea externă a calității, în care evaluarea se efectuează pe un singur rezultat al analizei eșantionului de control, deoarece vă permite să identificați sursa erorii analitice - aleatorie sau sistematică Pe baza rezultatelor unei măsurători, acest lucru nu se poate face În același timp, experții FSVOK din secțiunile "Biochimia sângelui" și "Glucoză", "Electroforeza proteinelor din serul sanguin" și "Coagulologie" stabilesc standardele de precizie și pentru eroarea unei singure măsurări - pentru cazurile în care laboratorul oferă doar un rezultat al analizei Pe lângă metodele de analiză cantitativă, pentru evaluarea cărora sunt utilizate metode statistice cunoscute, în cadrul FSVOK, au fost elaborate scheme originale de evaluare externă a calității metodelor de diagnostic de laborator, în care rezultatul studiului nu poate fi considerată o măsurătoare Pentru a evalua rezultatele analizei urine semi-cantitative folosind benzi de diagnostic, în care fiecare diviziune ulterioară a scalei este de câteva ori mai mare decât cea anterioară, se folosesc criterii bazate pe gradul de acuratețe al scalei discrete utilizate: mediana rezultatelor dintre participanții care folosesc același tip de benzi de diagnosticare trebuie să se încadreze în ± diviziune a scalei de măsurare Abordări de evaluare a calității metodelor de detecție pentru substanțe, antigeni, anticorpi, microorganisme etc se bazează cel mai adesea pe proprietățile cunoscute anterior ale eșantionului martor (evaluare definitivă) În unele cazuri, panourile de control sunt utilizate cu probe de control cu diferite grade de încărcare (vezi secțiunile "Detecția ELISA a HP Xg", "Detecția microscopică a micobacteriilor cu colorație Ziehl-Neelsen", "Detecția culturală a Mycobacterium tuberculosis", "Detecția PCR" de Mycobacterium tuberculosis" ), ceea ce face posibilă estimarea ASIGURAREA CALITĂȚII ȘI CONTROLUL CALITĂȚII PENTRU STUDII CLINICE DE LABORATOR sensibilitatea diagnostică și specificitatea tehnicii În cazurile în care se utilizează probe de control cu un conținut necunoscut anterior al componentului de detectat (analiza calitativă a urinei), pentru evaluarea calității se folosesc metode statistice neparametrice: nu mai mult de % din rezultatele extreme sunt considerate nesatisfăcătoare, restul sunt corecte Într-o serie de secțiuni ale QAFQA, laboratorul nu anunță în prealabil ce sarcină va trebui să îndeplinească De exemplu, în secțiunea "Microbiologie", este necesară determinarea tulpinii bacteriene de la colecția de microorganisme la gen și specie, precum și spectrul de susceptibilitate la medicamente, iar în secțiunea "Citologie", o descriere diagnostică a trebuie administrat preparatul citologic Evaluarea calității unei astfel de concluzii este concluzia comparativă a comisiei de experți care au studiat acest medicament SECȚIUNI DE FSVOK Biochimia sângelui Trei cicluri de evaluare a calității determinării în ser/plasmă la două niveluri de concentrație de ALT, albumină, a-amilază totală, a-amilază pancreatică, AST, proteină totală; bilirubina, bilirubina directa, glucoza, gamma-HT, fier, TIBC, potasiu, calciu total, calciu ionizat, fosfataza acida, creatinina, creatin kinaza, LDH, lipaza, magneziu, acid uric, uree, sodiu, trigliceride, fosfor, cloruri, colesterol, colinesteraza, fosfataza alcalina (Ciclul - distribuirea probelor de control către laboratoarele participante, colectarea și prelucrarea rezultatelor cercetării acestora, comunicarea către laboratoare a concluziilor privind calitatea studiilor efectuate Numărul de cicluri anuale de activitate și masa MB-creatin kinazei, mioglobinei , troponinele I și T ) Glucoză Trei cicluri de evaluare a calității determinării glucozei în ser/sânge integral la două niveluri de concentrație Pentru laboratoarele care determină numai acest indicator biochimic al sângelui Analiza urinei Trei cicluri de evaluare a calității studiilor în urină la două niveluri de concentrație Determinarea cantitativă a a-amilazei, proteinelor, glucozei, creatininei, albuminei, acidului uric, ureei, potasiului, calciului, sodiului, pH-ului, fosforului, clorurilor Determinare semicantitativă: benzi de diagnosticare - proteine, bilirubină, hemoglobină, glucoză, pH; metode chimice - proteine, glucoză, pH Determinarea calitativă a proteinelor, bilirubinei, hemoglobinei, glucozei, pH-ului, nitriților Analiza urinei "mini" Trei cicluri de evaluare a calității cercetării la două niveluri de concentrații: proteine, pH, glucoză - prin orice metodă, cu excepția determinării pe dispozitivul Exan; nitriți, hemoglobină, greutate specifică - prin benzi de testare pentru diagnostic; corpi cetonici - prin metode calitative și semi-cantitative (de exemplu, benzi de testare) Hormoni și vitamine Trei cicluri de evaluare a calității în ser/plasmă la două niveluri de concentrații de ACTH, vitamina B , sulfat de DHEA, insulină, calcitonină, cortizol, hormon luteinizant, hormon paratiroidian, peptidă C, ASIGURAREA CALITĂȚII ȘI CONTROLUL STUDIILOR CLINICE DE LABORATOR progesteron, a-OH-progesteron, prolactină, testosteron, testosteron liber, hormon de stimulare a tiroidei T , T liber, T , somatotropină Tn liberă, a-fetoproteină, acid folic, folitropină, total | -X H, estradiol, estriol liber gaze sanguine Trei cicluri de evaluare a calității determinării pCO , pO și pH-ul sângelui la două niveluri de concentrație Hemoglobina glicozilata Două cicluri de evaluare a calității pentru determinarea concentrației hemoglobinei glicozilate în sânge la două niveluri de concentrație Cardiomarkeri Două cicluri de evaluare a calității determinării în ser/plasmă a activității creatin kinazei, activității și masei MB-creatin kinazei mioglobulina, troponina JhT markeri tumorali Trei cicluri de evaluare a calității determinării în ser/plasmă la două niveluri de concentrație CA - , CA - , CA , prolactină, PSA total, PSA liber, CEA, tiroglobulină, a-fetoproteină, feritină, total | -hCG Proteine specifice Două cicluri de evaluare a calității determinării imunochimice cantitative în ser/plasmă a concentrațiilor de c^-glicoproteină acidă, c^-antitripsină, a -macroglobulină, antistreptolizin-O, [ -microglobulină, proteină C reactivă, ceruloplasmină, C - și componentele complementului C , haptoglobină, IgA, IgE, IgG, IgM, lanțuri ușoare kappa și lambda, prealbumină, proteină de legare a retinolului, factor reumatoid, transferină? feritina Electroforeza proteinelor serice Trei cicluri de evaluare a calității determinării în serul sanguin a două concentrații de albumină, -globuline, a -globuline, p-globuline totale, p -globuline, [ ,-globuline, y-globuline Lipide și apolipoproteine Două cicluri de evaluare a calității pentru determinarea apolipoproteinelor A-I și B, Lp(a), trigliceridelor, colesterolului total, HDL și LDL în ser/plasmă la două niveluri de concentrație Screeningul neonatal Trei cicluri de evaluare a calității pentru determinarea a două concentrații de galactoză, tripsină imunoreactivă, -hidroxiprogesteron, hormon de stimulare a tiroidei și fenilalanină în sângele nou-născuților Screening prenatal Trei cicluri de evaluare a calității pentru determinarea a două concentrații de markeri biochimici ai bolilor ereditare ale fătului: a-fetoproteină, gonadotropină corionică și estradiol liber în sângele gravidelor Hemocitometrie- Două cicluri de evaluare a calității determinării hematocritului, hemoglobinei, eritrocitelor, leucocitelor, trombocitelor, conținutului mediu pe hemocitometre ASIGURAREA CALITĂȚII ȘI CONTROLUL CALITĂȚII STUDIILOR CLINICE DE LABORATOR hemoglobina eritrocitară, concentrația hemoglobinei eritrocitare, volumul mediu de eritrocite ( indicatori, două niveluri), Hemocitometrie- La fel ca în secțiunea "Hemocitometrie- ", p prin adăugarea volumului mediu de trombocite, a indicelui de heterogenitate eritrocitară, a numărului absolut și relativ de limfocite, celule medii și granulocite, determinate pe analizoarele hematologice " -diff" Abacus Junior, Aduia , Sun -seria, Coulter A cu Tdiff, Erma PCE- , MEK / , Medonic CA / , Medonic M-series Mieros , Mythic Swelab AC / EO+, Sysmex KX- ( indicatoare nivele) Formula leucocitară Două cicluri de evaluare a calității numărării formulei de leucocite în produsele sanguine Hemoglobină Trei cicluri de evaluare a calității determinării hemoglobinei la două niveluri de concentrație coagulologie Trei cicluri de evaluare a calității pentru determinarea timpului de protrombină și de trombină, procentul de protrombină conform Quick, INR, APTT și fibrinogen la două niveluri de concentrație Coagulologie-plus Trei cicluri de evaluare a calității pentru determinarea timpului de protrombină și de trombină, Procent de protrombină rapidă, INR, APTT, fibrinogen, activitatea factorilor VIII, IX, XIII, factorul von Willebrand (activitatea cofactorului ristocetină), antitrombina III, proteina C, plasminogenul, plasmina inhibitor ( o,-antiplasmină) și sistemul general de fibrinoliză (fibrinoliză dependentă de ХІІа) la două niveluri Lupus anticoagulant Două cicluri de evaluare a calității detectării anticoagulantului lupus Controlul terapiei cu heparină Două cicluri de evaluare a calității determinării APTT și a timpului de trombină în plasma heparinizată Imunohematologie Două cicluri de evaluare a calității determinării grupei sanguine, afilierea Rh, detectarea auto și alosensibilizării, pe baza tipării antigenelor eritrocitare și a anticorpilor antieritrocitari Imunoglobulina e Două cicluri de evaluare a calității pentru determinarea sângelui total IgE Factorul reumatoid Două cicluri de evaluare a calității definiției factorului reumatoid cantitativ metode semicantitative (inclusiv aglutinarea particulelor de latex) și calitative Anticorpi antinucleari Două cicluri de evaluare a calității determinării factorului antinuclear prin imunofluorescență indirectă cu determinarea titrului și tipului de luminescență a nucleului, precum și a anticorpilor la antigenul nuclear extractibil prin ELISA ASIGURAREA ŞI CONTROLUL CALITĂŢII LABORATORULUI CLINIC Anticorpi la ADN-ul dublu catenar Două cicluri de evaluare a calității detectării anticorpilor la ADN-ul dublu catenar prin metode ELISA cantitative și calitative Anticorpi la fosfolipide Două cicluri de evaluare a calității pentru detectarea anticorpilor la fosfolipide, a anticorpilor IgG și IgM la cardolipină, a anticorpilor IgG la O -glicoproteina prin ELISA Anticorpi împotriva peroxidazei tiroidiene și a tiroglobulinei Două cicluri de evaluare a calității testelor imunochimice pentru detectarea anticorpilor la peroxidaza tiroidiană și tiroglobulina Anticorpi IgG la Helicobacter pylori Două cicluri de evaluare a calității imunotestelor enzimatice pentru determinarea anticorpilor IgG la Helicobacter pylori în serul sanguin Microbiologie clinică Două cicluri de evaluare a calității identificării agenților patogeni ai bolilor purulent-septice, infecțiilor intra și comunitare și determinarea sensibilității acestora la antibiotice Detectarea microscopică a micobacteriilor cu colorație Ziehl-Neelsen Două cicluri de evaluare a calității detectării microscopice a micobacteriilor acido-rezistente în preparatele de spută Detectarea micobacteriilor prin microscopie fluorescentă Două cicluri de evaluare a calității detectării microscopice a micobacteriilor acido-rezistente în preparatele de spută colorate cu fluorocromi Detectarea culturală a Mycobacterium tuberculosis Un ciclu pentru evaluarea calității detectării micobacteriilor prin metode de cultură Zece probe de control Livrare prin curier Determinarea sensibilității medicamentoase a Mycobacterium tuberculosis la medicamentele de primă linie Un ciclu de evaluare a calității pentru determinarea sensibilității medicamentului Mycobacterium tuberculosis la izoniazidă, rifampicină, streptomicina și etambutol Detectarea Mycobacterium tuberculosis și studiul sensibilității lor la medicamente în medii lichide Un ciclu de evaluare a calității detectării Mycobacterium tuberculosis și determinarea sensibilității medicamentului la izoniazidă, rifampicină, streptomicina, etambutol și pirazinamidă în medii lichide Detectarea PCR a Mycobacterium tuberculosis Două cicluri de evaluare a calității detectării ADN-ului micobacteriilor din complexul tuberculozei prin PCR Detectarea genetică moleculară a rezistenței la medicamente în Mycobacterium tuberculosis Un ciclu de evaluare a calității detectării modificărilor mutaționale în ADN-ul Mycobacterium tuberculosis, conducând la rezistența acestora la izoniazidă și rifampicină Microscopia sedimentului urinar (micrografii) Trei cicluri de evaluare a calității examinării microscopice a preparatelor de sedimente urinare ASIGURAREA ȘI CONTROLUL CALITĂȚII DE LABORATOR CLINIC Microscopia Trichomonas (microfotografii) Trei cicluri de evaluare a calității detectării microscopice a agenților cauzali ai trichomonazei Microscopia gonococilor (microfotografii) Trei cicluri de evaluare a calității examinării microscopice a agenților patogeni de gonoree Microscopia fecalelor (micrografii) Trei cicluri de evaluare a calității examinării microscopice a preparatelor de scaun Microscopia preparatelor vaginale (micrografii) Trei cicluri de evaluare a calității examinării microscopice a microflorei vaginului în vaginoză și vaginită Microscopia celulelor sanguine periferice (micrografii) Trei cicluri de evaluare a calității examinării microscopice a preparatelor din sângele periferic în anemie, hemoblastoze și afecțiuni reactive Microscopia sputei (micrografii) Trei cicluri de evaluare a calității examinării microscopice a preparatelor de spută Microscopia lichidului cefalorahidian (micrografii) Trei cicluri de evaluare a calității examinării microscopice a preparatelor de LCR Microscopia ejaculatului (microfotografii) Trei cicluri de evaluare a calității examinării microscopice a preparatelor ejaculate Microscopia cu fluorescență a C trachomatis (micrografii) Trei cicluri de evaluare a calității detecției microscopice a C trachomatis în preparate de răzuire a mucoasei tractului urogenital prin metoda RIF Microscopia cu fluorescență a C trachomatis (preparate) Două cicluri de evaluare a calității detecției microscopice a C trachomatis în preparate care imit răzuirea mucoasei tractului urogenital prin metoda RIF Serodiagnosticul sifilisului Două cicluri de evaluare a calității pentru detectarea anticorpilor specifici la Tgeropeta pallidum folosind metode serologice de fază și sisteme de testare Detectarea ELISA a HBsAg Două cicluri de evaluare a calității detectării primare și de confirmare a HBsAg prin ELISA Detectarea ELISA și determinarea concentrației de anti-HBs Două cicluri de evaluare a calității detectării anticorpilor IgG la virusul hepatitei B și determinarea concentrației prin ELISA Detectarea ELISA a anti-VHC Două cicluri de evaluare a calității detectării anticorpilor IgG la virusul hepatitei C prin ELISA într-un studiu de screening și a anticorpilor la proteinele structurale și nestructurale ale virusului hepatitei C prin ELISA sau imunoblot (teste de confirmare) ASIGURAREA ŞI CONTROLUL CALITĂŢII LABORATORULUI CLINIC Detectarea ELISA și determinarea concentrației de anti-HAV Două cicluri de evaluare a calității detectării anticorpilor IgG împotriva virusului hepatitei A Detectarea HIV prin ELISA Două cicluri de evaluare a calității diagnosticului serologic HIV prin ELISA în timpul unui studiu de screening Diagnosticul serologic al infecției cu HIV Două cicluri de evaluare a calității detectării markerilor serologici HIV prin ELISA în studiile de screening și confirmare cu imunblot Detectarea ELISA a IgG la C trachomatis Două cicluri de evaluare a calității detectării anticorpilor IgG la C trachomatis prin ELISA Detectarea ELISA a IDA la C trachomatis Două cicluri de evaluare a calității detectării anticorpilor IgA la C trachomatis prin ELISA Detectarea ELISA a anticorpilor din genul Chlamydia Două cicluri de evaluare a calității detectării anticorpilor IgG la genul Chlamydia prin ELISA Detectarea ELISA a virusului herpes Două cicluri de evaluare a calității detectării anticorpilor IgG la virusul herpes simplex tip I prin ELISA Detectarea ELISA a citomegalovirusului Două cicluri de evaluare a calității detectării anticorpilor IgG la citomegalovirus (CMV) prin ELISA Detectarea ELISA a Candida albicans Două cicluri de evaluare a calității detectării anticorpilor IgG la Candida albicans prin ELISA Detectarea ELISA a Mycoplasma hominis Două cicluri de evaluare a calității detectării IgG la Mycoplasma hominis prin ELISA ELISA-detecția și determinarea concentrației de um-Toxoplasma gondii Două cicluri de evaluare a calității detectării anticorpilor IgG la Toxoplasma gondii și determinarea concentrației acestora prin ELISA Detectarea ELISA a Ureapiasma urealyticum Două cicluri de evaluare a calității detectării anticorpilor IgG la Ureapiasma urealyticum prin ELISA Citometrie în flux Două cicluri de evaluare a calității determinării compoziției subpopulației de limfocite din sângele periferic prin citometrie în flux folosind anticorpi monoclonali marcați cu fluorocromi Detectarea PCR a HBV Două cicluri de evaluare a calității detectării ADN-ului virusului hepatitei B prin metoda TSR ASIGURAREA CALITĂȚII ȘI CONTROLUL CALITĂȚII STUDIILOR CLINICE DE LABORATOR ȚQ Determinarea cantitativă a ADN-ului VHB prin PCR Două cicluri de evaluare a calității determinării cantitative a concentrației de ADN virusului hepatitei B prin PCR, Detectarea PCR a HCV Două cicluri de evaluare a calității detectării ARN-ului virusului hepatitei C prin PCR Determinarea cantitativă a ARN HCV prin PCR Două cicluri de evaluare a calității determinării cantitative a concentrației de ARN virusului hepatitei C prin PCR Detectarea HIV prin PCR Două cicluri de evaluare a calității detectării ARN a virusului imunodeficienței umane prin PCR Detectarea PCR a C trachomatis, M hominis, U urealyticum Două cicluri de evaluare a calității detectării ADN-ului Chlamydia trachomatis, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum prin PCR Detectarea PCR a Neisseria gonorrhoeae Două cicluri de evaluare a calității detectării ADN-ului Neisseria gonorrhoeae prin PCR Detectarea HPV prin PCR Două cicluri de evaluare a calității detectării ADN-ului virusului papiloma uman cu risc carcinogen ridicat prin PCR Evaluarea calității examinărilor microscopice folosind preparate virtuale Două cicluri de evaluare a calității studiilor microscopice, simulate pe un ecran de computer: - sediment urinar - fecale, - agenți cauzali ai bolilor parazitare în fecale, - Trichomonas, - gonococi, - ejaculează, - formula leucocitara, - frotiuri de col uterin, - lichide de efuziune, - materiale din glanda mamară Oferă posibilitatea de a vizualiza mai multe câmpuri vizuale ale medicamentului, iar pentru urină și fecale, în plus, schimba focalizarea, precum și vizualiza medicamente virtuale cu o mărire de , , , , controlul părintelui "virtual" al medicamentului , care vă permite să selectați o zonă pentru un studiu detaliat și să treceți la creșteri mari Studiul motilității spermatozoizilor (kinetograma virtuală) Două cicluri de evaluare a calității determinării spermatozoizilor de diferite categorii de motilitate Laboratorul primește un CD cu patru clipuri video cu preparate de spermatozoizi nativi Citologie clinică Un ciclu de evaluare a calității diagnosticului citologic al proceselor patologice benigne și maligne Se folosesc preparate colorate, selectate în funcție de natura studiilor citologice și ASIGURAREA CALITĂŢII ŞI CONTROLUL CALITĂŢII STUDIILOR CLINICE DE LABORATOR prin metode de colorare a preparatelor în laborator, precum şi micrografii digitale din preparate colorate preparate din biomaterial de o anumită localizare Citologie clinică (micrografii digitale) Un ciclu de evaluare a calității diagnosticului citologic folosind fotografii digitale a cinci câmpuri vizuale microscopice ale fiecăruia dintre cele două preparate preparate din următorul biomaterial: - Colul uterin, - lichide de efuziune - spută sau biopsie efectuată în timpul bronhoscopiei, - glanda mamara, - stomac, - glanda tiroida Citogenetică clinică- Un ciclu de evaluare a calității identificării cromozomilor umani pentru a determina cariotipul Trei preparate de control ale limfocitelor din sângele periferic Citogenetică clinică- Un ciclu de evaluare a calității identificării cromozomilor umani pentru a determina cariotipul Trei preparate de control ale măduvei osoase Histologie Un ciclu de evaluare a calității studiilor histopatologice Se folosesc preparate colorate de control ale secțiunilor de țesut din biopsie și material chirurgical Evaluarea de către experți a calității preparatului și examinarea microscopică a preparatelor Laboratorul trimite către FSVOK anumite cantități de preparate de rutină pregătite și examinate de acesta, unde sunt examinate de experți Rezultatele obținute de experți, concluzia privind calitatea preparatelor și recomandările de îmbunătățire a calității studiilor sunt transmise laboratorului (la direcția laboratorului, preparatele sunt returnate acestuia) Identificarea Trichomonas în secreția mucoasei tractului urogenital colorat cu albastru de metilen sau Romanovsky-Giemsa Detectarea gonococilor în secreția mucoasei tractului urogenital cu colorație Gram Detectarea micobacteriilor rezistente la acid cu colorație Ziehl-Neelsen Studiu citogenetic al limfocitelor din sângele periferic și din măduva osoasă, colorație G Caracteristicile prelucrării rezultatelor laboratoarelor pentru evaluarea calității acestora sunt prezentate în Tabelul Tabelul - Particularități ale prelucrării rezultatelor studiilor cantitative în diferite secțiuni ale FSVOK (TL - valoarea țintă, s - abaterea standard) Secțiunea FSVOK Tip de distribuție a rezultatelor C "setare specială a valorii țintă (TsZ) Metodă de calcul al intervalului de valori acceptabile Biochimia sângelui Normal sau lognormal Medie dependentă de metodă a participanților Conform valorilor fixe stabilite de grupul de experți Electroforeza proteinelor serice Normală sau lognormală Medie dependentă de metodă a participanților Pe baza valorilor fixe stabilite de grupul de experți ASIGURAREA ȘI CONTROLUL CALITĂȚII DE LABORATOR CLINIC Sfârșitul mesei - Secțiunea FSVOK Tipul de distribuție a rezultatelor Metoda de stabilire a valorii țintă (TL) Metoda de calcul a intervalului de valori acceptabile Lipide și apolipoproteine Normal sau lognormal Medie dependentă de metodă a participanților l| ± , s Analiza urinei Normală sau lognormală Medie dependentă de metodă a participanților C ± , s Hemoglobină Normală Medie dependentă de metodă a participanților C ± , Hemoglobină gliconizată Lognormală Medie dependentă de metodă a participanților C ± , h Gaze din sânge Normal Medie dependentă de metodă a participanților CV+ Hemocitometrie Normală sau lognormală Medie dependentă de metodă a participanților C ± , h Valoarea normală a glucozei calculată dintr-o probă dintr-o substanță pură Conform valorilor fixe stabilite de un grup de experți Coagulologie Log-normal Media dependentă de metodă a participanților Pe baza valorilor fixe stabilite de grupul de experți Hormoni și vitamine Normal sau lognormal Medie dependentă de metodă a participanților C ± , s Markeri tumorali Normal sau lognormal Media dependentă de metodă a participanților U ± , s Screening neonatal Normal sau lognormal Media tuturor participanților U ± , s Prenatal Normal sau lognormal Medie dependentă de metodă a participanților Lț ± , s Cardiomarkeri Valoarea pașaportului normală sau media participanților Intervalul pașaportului sau C ± , s Proteine specifice Valoarea pașaportului normal sau media participanților Intervalul pașaportului sau C ± , s Formula leucocitară Valori polinormale obținute de experți TsZ+ , Evaluarea de către experți a calității determinării sensibilității la medicament a Mycobacterium tuberculosis prin metoda concentrațiilor absolute Laboratorul prezintă de culturi de Mycobacterium tuberculosis izolate de acesta pe mediul Lowenstein-Jensen și rezultatele determinării sensibilității acestora la izoniazidă, rifampicină, streptomicina și etambutol prin metoda concentrațiilor absolute Culturile sunt reexaminate în laboratoarele de specialitate ale FSMOK, pe baza rezultatelor obținute, se face o concluzie despre calitatea studiului de susceptibilitate la medicamente în laboratorul de testare ASIGURAȚI COMPARABILITATEA REZULTATELOR DE LABORATOR O condiție indispensabilă pentru asigurarea uniformității rezultatelor măsurătorilor în diagnosticul clinic este disponibilitatea unei baze de referință cu drepturi depline pentru toate laboratoarele de diagnostic clinic din țară În Rusia, ca și în alte țări, o astfel de bază nu a fost încă creată pentru cercetarea de laborator, prin urmare, pentru a asigura uniformitatea măsurătorilor pentru toți parametrii de laborator în practică ASIGURAREA ŞI CONTROLUL CALITĂŢII LABORATORULUI CLINIC nu pare posibil Cu toate acestea, chiar și în absența suportului metrologic necesar pentru măsurătorile de laborator, CDL are posibilitatea de a obține rezultate obiective și comparabile prin introducerea de metode standardizate, precum și controlul calității intralaborator (IQC) și evaluarea externă a calității (EQA) a clinicilor cercetare de laborator Programele WQC și WQA au diferențe semnificative în metodologie și obiective La evaluarea și controlul calității analitice, acestea nu se înlocuiesc, ci se completează reciproc Metodologia oricărui program CQC presupune că procedura de laborator are inițial un coeficient de variație, CV, și o bias, B, în limitele toleranței, garantând astfel rezultate corecte Limitele valorilor acceptabile ale CV și B sunt declarate pe baza experienței studierii variațiilor biologice ale parametrilor de laborator, a variațiilor procesului analitic al cercetării de laborator și a caracteristicilor dispozitivelor medicale (inclusiv dispozitive, reactivi, tehnologii auxiliare etc ) Atâta timp cât distorsiunea CV și B rămân la valorile lor inițiale în perioada controlată, nu există niciun motiv pentru a considera incorecte rezultatele obținute Prin urmare, scopul principal al oricărui IQC este tocmai controlul în timp a stabilității acestor două caracteristici analitice pentru fiecare test cantitativ de laborator Scopul oricărui program EQA este de a permite CTO să verifice dacă procedura de laborator are într-adevăr o valoare de părtinire B în limitele toleranței De aceea este necesară participarea regulată a CDL la programele EQA Dacă rezultatele examinării de către un laborator a probelor de material de control se încadrează în limitele de control stabilite în acest program EQA pe baza mediei grupului a rezultatelor similare din toate laboratoarele participante, atunci biașia B a acestei metode este considerată a fi în toleranță Cu cât rezultatele studiilor efectuate de laboratorul de materiale de control sunt mai stabile în raport cu media grupului de participanți, cu atât rezultatele studiilor aceluiași CDL ale probelor de pacienți vor fi în timp mai comparabile Cu cât este mai restrânsă distribuția rezultatelor de control într-un grup de laboratoare care participă la un anumit program EQA, cu atât va fi mai mare gradul de comparabilitate a rezultatelor probei de pacienți între laboratoare Metodologia controlului analitic al calității în CDL-ul Rusiei este reglementată de GOST R - GOST a fost dezvoltat pentru a oferi suport normativ pentru procedurile IQC de rutină care vizează identificarea erorilor aleatoare și sistematice inacceptabile în etapa analitică a studiilor clinice de laborator efectuate prin metode cantitative folosind materiale de control Standardul pornește de la faptul că CDL fără utilizarea materialelor de control nu poate asigura calitatea analitică a rezultatelor și, în consecință, fiabilitatea acestora Din GOST rezultă că CQC este obligatoriu pentru toate tipurile de studii cantitative pentru care sunt disponibile materiale de control cu valori certificate Prevederile standardului impun ca nivelurile componentelor investigate din materialul de control să corespundă valorilor indicatorilor în intervalul normal și patologic atât pentru valorile crescute, cât și pentru cele reduse Prin urmare, atunci când se efectuează ICC pentru un indicator cantitativ de laborator, trebuie utilizate materiale de control atât cu valori normale, cât și cu valori patologice Pentru fiecare astfel de material de referință, laboratorul trebuie să efectueze o serie pilot de măsurători pentru a-și determina propria medie aritmetică și valori CV ASIGURAREA CALITĂȚII ȘI CONTROLUL CALITĂȚII AL STUDIILOR CLINICE DE LABORATOR În conformitate cu practica globală, IQC ar trebui să asigure controlul calității calității analitice a rezultatelor de laborator atât în intervalul normal, cât și în cel patologic În plus, standardul prevede că materialele de control cu valori normale și patologice trebuie analizate în același mod ca probele de pacienți, în aceeași serie analitică Trebuie remarcat în special faptul că GOST interzice utilizarea materialului de control atât ca calibrare, cât și ca control pentru aceeași tehnică Standardul permite ca pentru același indicator de laborator din pașaportul pentru materialul de control să poată fi indicate mai multe valori corespunzătoare diferitelor metode de măsurare sau diferitelor sisteme analitice GOST stabilește, de asemenea, că valoarea certificată a materialului de control nu este destinată a fi utilizată ca medie aritmetică la construirea unei diagrame de control Media aritmetică și CV pentru construirea diagramelor de control ale tehnicii de măsurare sunt obținute ca urmare a unei serii inițiale de măsurători ale materialului de control Controlul calității online folosind materialul de control ar trebui să fie efectuat pentru o perioadă suficient de lungă folosind același material de control, de exemplu folosind mostre din același lot Pentru studiile biochimice, GOST recomandă utilizarea aceluiași material de control pentru cel puțin de serii, iar pentru studiile hematologice - pentru cel puțin de serii În astfel de condiții, relevanța introducerii instrumentelor de automatizare pentru menținerea VKK - programe de calculator - în CDL crește semnificativ În , compania "Analitika" a dezvoltat primul produs din Rusia I ^omtsyltrrny g L IYA VKK ■ ~ Tro) demmѵ Nya timp de de ani actele parentale) Astăzi, "QC" vă permite să efectuați automat - dacă - - verificați calitatea cercetării în ^ răspunde tMx) va" "chmi GPST R - " Po "(tm) ІО pet > turnat" (este un furnizor de materiale de control de înaltă calitate pentru VKK (biochimie, hematologie, coagulologie etc ) și reprezintă în Rusia astfel de '^marci sincere precum Medica, tcoag, etc Angajatii companiei niya i otovy kazat bsavrzme zlyyu Voi pune specialiștilor KDI în stabilirea proceselor VKK' L de conformitate cu standardele actuale' Tslyakoggaktov- CJSC "Analitică" , Moscova, pr, Serebryakova, , k, , PO Box '• Del ( ) , fax e-toai info@analytka ru, mmana! wa ru capitolul Cercetare de laborator de înaltă tehnologie SISTEME DE INFORMARE DE LABORATOR Un laborator modern de diagnostic clinic (CDL) este un sistem complex de producție în care sunt implementate sute de procese tehnologice Utilizarea sistemelor informatice de laborator (LIS) pentru a crea o tehnologie modernă de gestionare a CDL, care să garanteze o calitate înaltă a rezultatelor cercetării de laborator la costuri minime, este singura modalitate constructivă și unul dintre instrumentele cheie pentru atingerea acestui obiectiv LIS sunt concepute pentru automatizarea complexă a activităților CDL de aceea se numesc sisteme de management al informaţiei de laborator Managementul unui CDL modern prevede activitățile dar organizarea procesului tehnologic direct de producere a testelor de laborator și o întreagă gamă de alte procese, precum suport material, eficiență economică și clinică LIS permite nu numai rezolvarea a numeroase probleme de introducere și stocare a datelor de laborator, ci și, pe baza celor mai noi tehnologii informaționale, să se integreze cu alte sisteme de automatizare pentru a participa la rezolvarea problemelor întregii instituții medicale LIS este format din hardware (procesor central, dispozitive de intrare-ieșire, dispozitive de stocare, interfețe, auto-analizatoare) și software (software de calculator care asigură funcționarea hardware-ului și a procesării informațiilor) Funcțiile LIS includ: • înregistrarea biomaterialului livrat laboratorului și a aplicațiilor pentru cercetarea acestuia, distribuirea acestora prin procese tehnologice private pentru efectuarea analizelor, înregistrarea și înregistrarea rezultatelor cercetării, analiza operațională și retrospectivă a activităților laboratorului; • automatizarea cercetării, inclusiv introducerea și prelucrarea datelor de la autoanalizatoare, raportarea încărcării echipamentelor; • controlul calității studiilor de laborator, detectarea promptă și corectarea erorilor, evaluarea acurateței și reproducerii STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE izvodimosti rezultate analitice, prelucrarea lor statistică și luarea deciziilor cu privire la aceste date; • analiza și prezentarea rezultatelor cercetării; • compilarea diferitelor rapoarte statistice; • furnizarea de informații pentru luarea deciziilor manageriale pentru îmbunătățirea calității rezultatelor analizei; • contabilizarea primirii si folosirii reactivilor, consumabilelor Una dintre funcțiile principale ale LIS este de a oferi specialiștilor de laborator informații despre proba studiată (date despre pacient, timpul de prelevare a materialului, lista de studii ce urmează a fi efectuate, diagnosticul, medicul curant, specialistul) care a preluat biomaterialul) la toate etapele unui singur proces tehnologic de realizare a analizelor Fluxurile de informații de laborator într-un studiu tradițional de laborator ar trebui să meargă aproape în paralel cu deplasarea probei prin diferite procese și operațiuni tehnologice pentru producerea analizelor A doua direcție de informatizare a activităților de laborator este rezolvarea problemei interacțiunii dintre laboratoarele și secțiile clinice ale unui spital (policlinic) pe baza unui singur sistem informatic informatic al instituției, care include automatizarea proceselor de depunere a cererilor pentru teste de laborator, compilarea listelor de pacienți pentru preluarea biomaterialului, precum și transferarea rezultatelor testelor către departamente În plus, sistemul informațional unificat al instituției ar trebui să aibă nu doar o bază de date de referință (instrucțiuni pentru preluarea biomaterialului, informații privind evaluarea rezultatelor analizelor, o listă a studiilor efectuate de laborator etc ), ci și acces la alte informații sisteme de referință sau de formare (de exemplu, internetul) În cadrul acestei direcții se rezolvă următoarele sarcini; • pregătirea solicitărilor de analize de laborator de la terminalele din secțiile clinice (locul de muncă al unui clinician) și livrarea rezultatelor testelor din LIS către aceste terminale; • intocmirea unei liste de pacienti, solicitari de analize si imprimarea acestora pe terminalele posturilor de lucru ale asistentei de procedura sau asistentului de laborator; • etichetarea biomaterialului prelevat; • furnizarea de informații despre pacient, aplicarea testelor, metoda de etichetare a biomaterialului în LIS; • crearea unei bănci de date cu rezultatele analizelor de laborator, disponibilă pentru utilizare promptă a medicilor curători; • suport automatizat pentru deciziile medicale: furnizarea de fișe de diagnostic pentru examinarea pacienților, scheme de prescriere a testelor, date privind sensibilitatea diagnostică și specificitatea testelor, algoritmi de evaluare a rezultatelor etc Scopul principal al informatizării acestei direcții este reducerea numărului de programări nerezonabile de cercetare, reducerea timpului de obținere a rezultatelor testelor, interpretarea mai rațională a rezultatelor și controlul utilizării acestora pentru a oferi îngrijiri medicale de calitate pacientului În general, sistemele informatice de laborator, care sunt concepute pentru automatizarea integrată a activităților CDL, pot obține următoarele avantaje: • optimizarea și simplificarea fluxurilor de lucru în laborator; • optimizarea fluxului de lucru în laborator; • utilizarea cât mai eficientă a timpului de lucru al personalului de laborator; • utilizarea cât mai eficientă a bazei tehnice a laboratorului (analizoare); STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNICĂ • garantarea confidenţialităţii informaţiilor despre rezultatele testelor pacienţilor; • posibilitatea de scalare eficientă și ușoară a laboratorului atât din punct de vedere al gamei de studii efectuate, cât și din punct de vedere al fluxului de probe fără pierderi de calitate; • îmbunătățirea și controlul constant al calității cercetării efectuate; • simplificarea activităților comerciale ale laboratorului (admiterea și înregistrarea pacienților privați, introducerea reducerilor individuale pentru pacienți, lucrul cu clienții corporativi) • ușurința de integrare a camerelor de tratament la distanță într-un singur sistem informațional; • posibilitatea accesului de la distanță pentru medicii curant la informații despre analizele de laborator ale pacienților; • posibilitatea de integrare cu sisteme externe de primire a aplicaţiilor (anamneză electronică, sistem spitalicesc general); • Posibilitatea de integrare cu sisteme externe de descărcare automată a rapoartelor (asigurare medicală obligatorie, sisteme de asigurare medicală voluntară); • obținerea de informații operaționale și retrospective despre activitățile laboratorului (un număr mare de rapoarte analitice și instrumente pentru prezentarea vizuală a acestora); " menținerea și controlul utilizării resurselor (consumabile, reactivi etc ) consumate de laborator: • calculul costului serviciilor efectuate de laborator; • furnizarea de date pentru analiza eficienţei economice a laboratorului LIS orientat spre tehnologie are un efect benefic asupra practic toate aspectele fluxului de lucru pentru producerea analizelor de laborator; multe operațiuni de rutină sunt eliminate, eficiența utilizării analizoarelor moderne de laborator este crescută, fluxul de documente este simplificat, este oferit un nivel fundamental nou de interacțiune a informațiilor cu clienții de cercetare de laborator și vă permite să gestionați calitatea rezultatelor analizelor de laborator Fluxurile de informații în diferite etape ale procesului tehnologic de realizare a analizelor de laborator sunt prezentate în fig - În prezent, KDL (în special cele centralizate) se transformă tot mai mult în întreprinderi independente În consecință, CDL trebuie să-și demonstreze eficiența economică În acest sens, LIS devine un instrument puternic pentru CDL, oferind un avantaj competitiv față de alte laboratoare, economisind timp și bani LIS îmbunătățește radical interacțiunea dintre CDL și clienți, atât persoane fizice, cât și persoane juridice În ceea ce privește persoanele, prima și principala sarcină a CDL este de a oferi îngrijire de calitate a pacienților Pacienții evaluează procesul de serviciu prin prezența unei cozi în camera de tratament, calitatea prelevării de sânge, cât de rapid și clar este organizată recepția și cât de convenabil este pentru el să obțină rezultatul Aceste solicitări ale pacienților ar trebui să ajute la rezolvarea LIS modernă Scopul principal al suportului informațional pentru interacțiunea cu instituțiile medicale este de a asigura cel mai rapid și mai confortabil proces pentru ca clientul să primească cereri de cercetare și să emită rezultate Accelerarea acceptării cererilor se realizează datorită integrării strânse a componentelor procesului de acceptare a comenzilor: înregistrarea cererilor de cercetare, prelevarea de probe de biomaterial Modificările în condițiile de funcționare ale CDL impun crearea unui sistem bine stabilit de înregistrare a serviciilor medicale prestate de laborator cu eliberarea rezultatelor STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE LIS Funcționarea tehnologică a pregătirii pacientului Operațiunea tehnologică de preluare și colectare a biomaterialului Funcționarea tehnologică a livrării biomaterialelor Asistenta de procedura sau asistent de laborator Mecanism de obținere a unei cereri de cercetare Clinician (întocmirea unei cereri) Un sistem informatic unic de unități sanitare care asigură comunicarea între secții și LIS, unde cererile, probele prelevate și rezultatele sunt colectate, înregistrate, sortate, împărțite, verificate, grupate, puse în ordine, livrate, sortate din nou, combinate, raportate etc Rezultatele cercetării Istoricul cazului computerului Orez - Fluxuri de informații în diferite etape ale procesului tehnologic pentru realizarea analizelor de laborator (diagrama) sub formă de jurnale sau cu transmitere periodică de informații către sistemul de asigurări al unei instituții medicale sau direct către societatea de asigurări în formă electronică În cadrul laboratorului însuși, a devenit necesară contabilizarea serviciilor în termeni de bani, cu facturare periodică către companiile de asigurări și clienții corporativi Instituțiile medicale (în special cele comerciale) impun cerințe destul de stricte executantului testelor de laborator Cele mai importante dintre ele sunt următoarele STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE • Flexibilitatea mecanismului de stabilire a prețurilor și a termenilor de plată pentru servicii Datorită varietății mari de forme organizaționale ale clienților de cercetare de laborator, există o varietate corespunzătoare de opțiuni de preț și termeni de plată Menținerea conturilor clienților corporativi, luând în considerare opțiunile individuale de interacțiune, pe măsură ce numărul clienților crește, se transformă într-o sarcină serioasă a contabilității financiare • Reglementare clară a serviciului: respectarea termenelor de finalizare a studiilor, eficiența tehnologiei de primire a comenzilor și transmitere a rezultatelor Sarcinile maxime în timpul procesării comenzii pot fi de zeci de ori mai mari decât media Pentru a evita încălcările reglementărilor și pentru a rezolva problemele controversate, este necesar să se asigure contabilitatea și controlul duratei fiecărei etape a comenzii de la colectarea materialului și transportul probei până la primirea rezultatului de către client • "Transparența" activităților laboratorului pentru un client corporativ (instituții medicale) Clientul ar trebui să poată obține rapid informații cu privire la o gamă largă de probleme: prețuri curente, detalii despre factură, stadiul unei anumite comenzi etc În interacțiunea informațională cu instituțiile medicale, este planificată o tranziție de la răspunsul telefonic la solicitările clienților la oferirea acestora direct la resursele informaționale ale laboratorului Ținând cont de diferitele niveluri de suport informațional al instituțiilor medicale, un LIS modern ar trebui să susțină două moduri de a interacționa cu acestea: acceptarea tradițională a unui pachet de comenzi și emiterea rezultatelor în formă de hârtie și schimbul de informații în formă electronică Pentru a înregistra comenzile primite sub formă de formulare de cerere, LIS trebuie să aibă mecanisme de înregistrare în loturi și în mai multe etape care să permită înregistrarea inițială foarte rapidă a comenzilor, suficiente pentru a transfera un număr mare de mostre pentru cercetare Înregistrarea ulterioară a comenzilor poate fi efectuată în paralel cu studiile Acest mecanism permite unui registrator să transfere câteva mii de mostre pe oră pentru testare Schimbul de date cu instituțiile medicale în formă electronică se poate realiza în cel mai potrivit mod pentru un anumit client: pe medii magnetice, prin e-mail și prin internet Pentru primele două cazuri, clientul trebuie să instaleze un software special care să îi permită să înregistreze în mod independent comenzile și să le transfere ca fișiere împreună cu mostre pe suport magnetic sau prin e-mail, apoi să primească fișiere cu rezultate în același mod și să le imprime Când interacționează prin Internet, clientul înregistrează comenzi și vizualizează rezultatele direct pe site-ul laboratorului folosind interfața web LIS ar trebui să asigure contabilizarea serviciilor medicale furnizate de laborator cu eliberarea rezultatelor sub formă de reviste sau cu transferul periodic de informații către sistemul de asigurări al unei instituții medicale sau direct către societatea de asigurări în formă electronică Pe baza rezultatelor lucrărilor cu instituțiile medicale pentru perioada de raportare, LIS trebuie să emită un set complet de documente necesare pentru decontarea în baza contractelor În stadiul actual, CDL dintr-o unitate tehnologică ca parte a unei întreprinderi devine o structură independentă sau o întreprindere separată ca parte a unei unități medicale În acest sens, eficiența economică devine cea mai importantă componentă a funcționării laboratorului Însuși faptul existenței CDL este determinat de calcul economic O nouă funcție a KDL este o existență viabilă din punct de vedere economic pe piața serviciilor de laborator Din acest punct de vedere, LIS asigură primirea tuturor datelor necesare pentru gestionarea eficientă a activităților CDL, inclusiv: STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE • determinarea ratelor de consum pentru reactivi, calibratori, materiale de control și alte consumabile pentru fiecare tip de analiză, precum și costul analizei; • înregistrarea zilnică a numărului de teste efectuate; • formarea cererilor lunare de reactivi si consumabile; • primirea, contabilizarea si controlul consumului de reactivi si consumabile; • planificarea și controlul bugetelor; • optimizarea costurilor pentru a crește profitabilitatea laboratorului; • formarea datelor pentru luarea deciziilor manageriale Soluția reală a acestor probleme este posibilă numai prin utilizarea LIS În ceea ce privește esența sa economică, LIS asigură crearea unui model transparent pentru producerea cercetării de laborator în laborator pentru implementarea controlului operațional asupra formării costurilor variabile, care în laborator includ seturi de reactivi, calibratori, control și consumabile (cuve, soluție de spălare, soluție de curățare, soluție de diluare etc ) d ) Este nivelul de dezvoltare a tehnologiei informației în CDL care determină în prezent eficiența furnizării de reactivi, consumabile, aprovizionare neîntreruptă, contabilizarea consumului de materiale necesare realizării analizelor și, în consecință, costul analizelor și succesul economic al laboratorul Un LIS modern este capabil să asigure atât securitatea bazelor de date și a funcțiilor utilizatorului, cât și confidențialitatea datelor clienților și a rezultatelor cercetării Fiecare utilizator al LIS trebuie să aibă permisiuni strict definite pentru a lucra numai cu anumite grupuri de date din LIS - aceasta este cea mai importantă cerință de securitate Ca urmare, utilizatorul are capacitatea de a îndeplini funcțiile care îi sunt permise numai cu datele la care este permis Tehnologiile informatice informatice sunt cele mai utilizate pe scară largă în primul rând acolo unde se desfășoară o cantitate mare de muncă de rutină CDL efectuează un număr mare de tipuri diferite de cercetări în fiecare zi Cantitatea de informații procesate în acest caz este destul de mare Un CDL obișnuit are utilizatori (specialiști de laborator) care examinează aproximativ de probe pe an și efectuează o medie de teste pe fiecare probă cu câte parametri determinați În laboratoarele mari pot fi implicați până la de utilizatori sau mai mulți în același timp, astfel încât informatizarea activităților CDL aduce beneficii practice mai tangibile Pentru KDL LIS modern este același instrument de producție indispensabil pentru efectuarea analizelor de laborator ca și analizoarele automate METODE DE ÎNREGISTRARE VIDEO DIGITALĂ Înregistrarea rezultatelor studiilor biochimice, imunochimice și a altor studii de laborator este dominată de sistemele foto- și reflectometrice, ceea ce se datorează unui parc semnificativ de instrumente fotometrice, scheme metodologice dovedite pentru utilizarea acestora și capacități de producție pentru producerea acestui echipament Cu toate acestea, una dintre tendințele evidente în modernizarea diagnosticului de laborator este introducerea din ce în ce mai mare a tehnologiilor informatice și informatice, în special, înlocuirea sistemelor tradiționale de înregistrare cu complexe bazate pe abordări de înregistrare video digitală (VCR) pe scară largă STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE Introducerea sistemelor video digitale este facilitată de mulți factori, inclusiv de îmbunătățirea constantă a caracteristicilor tehnice ale dispozitivelor de imagine - camere video și scanere, disponibilitatea lor economică, dezvoltarea și utilizarea în masă a tehnologiilor informației și comunicațiilor Pe lângă factorii asociați cu realizările generale ale progresului științific și tehnologic, există avantaje analitice specifice ale VCR față de fotometria tradițională, care fac posibilă obținerea de informații suplimentare despre obiectele studiate, îmbunătățirea existente și crearea de noi metode de laborator Aceste avantaje sunt rezumate în Fig - , care prezintă o diagramă care compară în termeni generali capacitățile tehnologiei de înregistrare video digitală și metodele fotometrice convenționale Sistemele VCR fac posibilă obținerea unei imagini a unei probe, care este un set de semnale măsurate cantitativ corespunzător unui număr mare de puncte - pixeli ai unui obiect analitic (de exemplu, un godeu al unei microplăci sau o bandă de test imunocromatografică) Cu TCR, un obiect reprezintă un număr mare (de la sute la câteva mii) de caracteristici digitale înregistrate, care este determinat de rezoluția spațială a dispozitivului corespunzător În cazul obiectelor omogene, aceste caracteristici sunt mediate în timpul RCR (de obicei se iau cel puțin o mie de valori) și se calculează densitatea optică sau coeficientul de reflexie a luminii, ca în fotometria convențională obiect omogen obiect eterogen Fotometrie VCR Fotometrie VCR Sursă Sursă Detector ■ riglă CCD, ! CCD O valoare numerică per obiect ; Cantitate ; valori numerice: pe obiect este egal cu ; numărul de pixeli : (- /godeu) Detector OD Imagine riglă CCD, matrice CCD Numărul de valori numerice per obiect este egal cu numărul de pixeli (- /godeu) Imagine Orez - Înregistrare video digitală și fotometrie aplicate obiectelor omogene și neomogene STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE Pentru obiectele neomogene, RCR permite caracterizarea numerică a imaginii rezultate prin gradul de dispersie (eterogenitate) sau alți parametri care reflectă intensitatea reacției analitice, urmată de prezentarea rezultatelor în funcție de sarcinile stabilite Astfel, posibilitatea analizării unei imagini a unui obiect face posibilă fie stabilirea prezenței și excluderea influenței artefactelor - neomogenități într-o probă omogenă, fie, dacă neomogenitatea poartă informații semnificative din punct de vedere diagnostic, obținerea caracteristicilor sale analitice exprimate în cifre formă În plus, VCR asigură păstrarea imaginii primare, care captează informații complete despre obiect la un moment dat, determinat de tehnica de laborator, care poate fi numit documentul de testare primar (PDT), care are valoare independentă O astfel de documentare și arhivare a rezultatelor oferă posibilitatea unui control retrospectiv al studiului finalizat, care crește responsabilitatea personalului, poate da un statut juridic studiului și pune o barieră în calea erorilor și falsificărilor Capacitatea de a reveni la PDT după ceva timp vă permite să urmăriți dinamica modificărilor parametrilor de laborator, să vă consultați cu rezultate ambigue, să evaluați eficacitatea tratamentului prin compararea directă a rezultatelor De importanță nu mică este posibilitatea transmiterii informațiilor primare (PDT) prin internet, inclusiv atunci când se efectuează analize la patul pacientului și pe teren, când în cazuri neclare se emite un aviz competent de către specialiștii relevanți Sisteme de imagistică pentru obiecte analitice Două tipuri de dispozitive pot fi utilizate ca parte hardware a sistemelor VCR - camere video digitale și scanere Fiecare dintre aceste dispozitive are propriile sale avantaje și dezavantaje Camerele video digitale sunt compacte, permit obținerea de imagini de înaltă calitate, oferă viteză mare de fotografiere, fac posibilă proiectarea de dispozitive mobile cu autoalimentare de dimensiuni mici, care sunt mai versatile decât scanerele Dezavantajele sistemelor cu camere video includ un câmp vizual mic și dificultatea de a crea o iluminare uniformă a obiectului studiat Scanerele sunt un produs industrial finit, la prețuri accesibile, oferă imagini de înaltă rezoluție și au o reproducere bună a culorilor Datorită dimensiunilor mari și cerințelor de putere, acestea sunt utilizate în principal doar ca echipamente staționare Un avantaj esențial al sistemelor de scanare este capacitatea de a lucra cu teste de laborator utilizate pe scară largă, efectuate în plăci cu de godeuri Pe fig Figurile - prezintă variante de sisteme de imagini video digitale adaptate la diferite obiecte analitice Sistemul bazat pe camere video digitale "Reflecom" (a) vă permite să înregistrați rezultatele testelor imunocromatografice (teste IC) în modul de reflexie Sistemul Reflecom-Micro (c) este proiectat să funcționeze cu teste IR în teren Sistemul Expert-Lab ( ) se bazează pe un scaner industrial PRINCIPII DE CONSTRUCȚIE DE SOFTWARE PENTRU SISTEME DE LABORATOR ALE RCR Software-ul (Software-ul) pentru sistemele VCR este dezvoltat pe baza unei scheme universale de construire a interfețelor, indiferent de tipul dispozitivului de achiziție a imaginii Algoritmii de procesare a informațiilor sunt creați în conformitate cu caracteristicile rezultatelor finale (imagini de analiză STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE Orez - Modificări ale dispozitivelor de înregistrare video digitale bazate pe o cameră video digitală: a - "Reflecom"; b - sistem de laborator multifuncțional "Expert-Lab"; (c) Analizor Reflecom-Micro obiecte ice) pentru tipuri specifice de reacții cu eliberarea rezultatelor ținând cont de cerințele specifice laboratoarelor practice Pe baza unor principii uniforme de construire a unui ObD, este posibil să se creeze dispozitive multifuncționale - sisteme software și hardware capabile să ofere o înregistrare fiabilă și obiectivă a rezultatelor diferitelor studii de laborator În practica diagnosticului de laborator se pot distinge două tipuri de obiecte și studii analitice care necesită abordări diferite la înregistrarea progresului unei reacții Acestea sunt studii efectuate pe benzi de testare (teste IC, teste "chimie uscată") și studii efectuate în format matrice (teste imunochimice în microplăci cu de godeuri și plăci de alte formate, studii bazate pe microarrays - microcipuri) La utilizarea benzilor de testare IC, rezultatul studiului este apariția mai multor linii: linia de control, care indică caracterul adecvat al testului, și liniile de testare, care indică prezența sau absența analitului care se determină Când se utilizează benzi de "chimie uscată" în timpul studiului, se înregistrează o schimbare a culorii zonelor de reactiv situate pe banda de testare Pentru testele IC și benzile de "chimie uscată", zonele analitice (zonele de interes) în care este necesară evaluarea intensității reacțiilor folosind SbA sunt linii și zone colorate care poartă informații semnificative Pe fig - prezintă selecția unei zone semnificative analitic a benzii IR și prezentarea în fereastra de lucru a acestui program a histogramelor intensității liniilor de pe bandă după test Intensitatea liniei integrate este utilizată pentru a determina automat dacă un test este pozitiv sau negativ Software-ul pentru teste IC prevede stocarea tuturor informațiilor analitice în formă digitală în memoria computerului, inclusiv imaginea originală a zonei analitice a benzilor de testare, care în acest caz este PDT-ul Pro este universal și poate fi adaptat oricăror benzi imunocromatografice Testele "chimie uscată" pentru analiza biochimică a sângelui și a urinei sunt utilizate pe scară largă în diagnosticul clinic de laborator și sunt în mod tradițional STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE obiect al instrumentelor de înregistrare bazate pe reflectometria convenţională Pentru aceste facilități, VCR-ul are o serie de avantaje Fiecare regiune de interes și imaginea fiecărei benzi pot fi procesate simultan Acest lucru oferă sistemelor VCR avantaje față de metodele reflectometrice tradiționale, cum ar fi păstrarea imaginii primare a benzii de testare (PDT); capacitatea de a lucra cu un număr arbitrar de canale de înregistrare independente, de ex analizați mai multe benzi în același timp; aplicabilitatea acestei abordări la diferite tipuri de teste în modul punct final și modul cinetic Astfel, SD-ul flexibil pentru benzi de "chimie uscată" oferă o interpretare obiectivă a rezultatelor și obținerea de informații sub forma concentrațiilor analiților corespunzători Pentru studiile într-un format de matrice (obiecte analitice - microplăci sau matrice de puncte pe o membrană, sticlă și alte medii plane), zonele de interes sunt godeuri individuale, sau elemente, ale matricei Obținerea de imagini ale plăcilor cu de godeuri datorită dimensiunii lor semnificative și geometriei tridimensionale (neplanare) este posibilă folosind sistemul de scanare Expert-Lab După obținerea unei imagini pentru fiecare dintre godeurile de microplăci sau punctele matricei, folosind algoritmii dezvoltați, este posibil să se determine numeric fie densitatea optică a conținutului godeului, fie intensitatea colorării unui spot individual Aceste valori numerice pot fi utilizate pentru a determina concentrațiile analiților corespunzători și a le prezenta în orice formă dorită Sunt necesare proceduri matematice mai complexe în cazurile în care apar obiecte eterogene ca urmare a reacțiilor imunologice Reacții precum hemaglutinarea pasivă, aglutinarea latexului, aglutinarea eritrocitelor conduc la formarea de sedimente în puțuri, caracteristice fiecărui tip de studiu, a căror prezență sau absență determină rezultatul pozitiv sau negativ al reacției Pentru fiecare variantă a unor astfel de studii, se utilizează propriul algoritm de procesare a imaginii SISTEM DE SCANNER VIDEO DIGITAL PENTRU TABLETĂ DE GUIȚURI Pentru evaluarea reacțiilor imunochimice (reacții antigen-anticorp sau, mai larg, reacții de legare specifice), au fost dezvoltate și utilizate tehnologii analitice specializate, care pot fi împărțite condiționat în trei grupe Metode directe (imediate) pentru determinarea reacției antigen-anticorp Complexul antigen-anticorp rezultat este identificat vizual sau folosind dispozitive optice simple Aceste metode includ precipitarea în soluție (inclusiv reacții de turbidimetrie și nefelometrie), în gel, pe o peliculă polimerică, aglutinarea celulelor bacteriene, protozoare, reacția directă de aglutinare a eritrocitelor cu anticorpi, viruși Reacții de aglutinare a particulelor cu antigeni sau anticorpi legați de suprafața lor Aceste metode includ reacții de hemaglutinare directă (RIGA) și hemaglutinare indirectă (RIGA), aglutinare latex (LA), coaglutinare, aglutinare a particulelor de bentonită, capsule de gelatină, particule de sepharoză etc Metoda de înregistrare este cel mai adesea vizuală Metode indicatoare bazate pe utilizarea diferitelor tipuri de etichete pentru detectarea reacției "antigen-anticorp" Cel mai frecvent imunotest enzimatic, imunofluorescent, radioimunotest Tipul dispozitivului de înregistrare este determinat de eticheta utilizată Dintre aceste metode, imunotestul enzimatic, latexul și hemaglutinarea, turbidimetria și nephelo sunt cele mai solicitate în practica de laborator medical STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE metria Toate aceste tehnologii folosesc plăci de microtitrare VCR vă permite să înregistrați rezultatele acestor studii folosind un sistem de scanare de laborator multifuncțional Sistemul de poziționare asigură o aranjare spațială strictă a tabletei și fixează rigid poziția zonelor de interes după ajustare Toate setările scanerului corespunzătoare caracteristicilor geometrice ale obiectului și alți parametri de analiză sunt setate o singură dată și stocate în memoria computerului pentru acest tip de analiză Sistemul de scanare "Expert-Lab" este un dispozitiv universal și poate oferi documentare, obiectivare și interpretare a rezultatelor aglutinarii latexului, hemaglutinarii, studiilor izoserologice și poate fi folosit și ca cititor de imunotest enzimatic Software-ul pentru toate aceste metode este construit după un singur principiu și oferă: • achiziţionarea şi arhivarea imaginii primare (PDT); • diverși algoritmi de vizualizare a datelor obținute prin metode software - mărirea imaginii studiate (instrument "lupa"), contrastare, inversare (inversare de culoare pentru o mai bună identificare a aglutinarii), compararea imaginilor mărite ale probelor pozitive și negative; • obiectivarea rezultatelor prin utilizarea metodelor software de prelucrare matematică a imaginii și posibilitatea interpretării automate a rezultatelor; • interfață unificată a programelor modulare, care facilitează dezvoltarea și utilizarea de rutină a tuturor diferitelor caracteristici ale sistemului; • capacitatea de a conecta complexul la LIS cu transfer automat de date conform codului de probă al pacientului, ceea ce reduce semnificativ numărul de erori asociate cu identificarea incorectă a probei la emiterea unui rezultat Un singur principiu de construire a interfeței de lucru a modulelor de program este ilustrat în fig - (vezi insertul de culoare) Sunt prezentate opțiuni pentru salvarea imaginilor întregii plăci după diferite tipuri de reacții APLICAREA SISTEMULUI VCR PENTRU OBIECTIVIZAREA REZULTATELOR TESTELOR DE AGLUTINARE LATEXULUI Sistemele de diagnosticare bazate pe aglutinarea cu latex sunt utilizate pe scară largă în diagnosticul de laborator datorită simplității și vitezei de analiză Au fost dezvoltate metode pentru obținerea particulelor de latex de diferite compoziții, dimensiuni, culori și proprietăți, precum și metode de sensibilizare a latexurilor cu diverși antigeni și anticorpi, ceea ce face posibilă proiectarea aproape oricărui diagnostic Inerția biologică a latexului reduce posibilitatea reacțiilor încrucișate nespecifice și asigură, de asemenea, depozitarea pe termen lung a reactivilor gata preparati Cu toate acestea, testele cu latex au o serie de dezavantaje semnificative datorită progresului rapid și instabilității rezultatelor reacției în timp Necesitatea înregistrării vizuale a rezultatelor după un timp strict definit, adesea nu mai mult de - minute, duce la subiectivitate în evaluarea rezultatelor Acești factori limitează valoarea și restrâng sfera testelor latex Sarcinile de documentare a rezultatelor testelor LA după un anumit timp și de obiectivare a interpretării rezultatelor pot fi rezolvate folosind metodele VCR Un obiect convenabil pentru stabilirea unei reacții folosind înregistrarea scanerului sunt capacele plăcilor de titrare cu inele de condensare aplicate pe acestea, care sunt o matrice ordonată de de microgodeuri Volumul maxim al unui astfel de godeu este de µl STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE Raportul reactiv/probă este specificat de producător și corespunde liniarității maxime a sistemului De aceea este necesar să alegeți volumul reactivului fără a modifica acest raport Un volum total de µl (cu un raport echivalent de µl probă/ µl reactiv) este optim deoarece pipetarea este dificilă cu volume mai mici iar cu volume mari este posibilă contaminarea încrucișată a puțurilor adiacente Reacția LA în pleoape se realizează după cum urmează Puneți µl de reactiv latex și probă (seruri de control, seruri întregi și diluate ale pacientului) în godeuri Pentru determinarea semicantitativă a concentrației analitului, se prepară o serie de diluții de două ori ale serului de testat cu soluție salină Concentrația este definită ca fiind cea mai mare diluție a serului testat cu o reacție pozitivă (titru seric) înmulțită cu sensibilitatea reactivului (de exemplu, mg/l pentru CPB) Se amestecă bine și se observă absența sau prezența aglutinarii cu balansarea circulară a capacului După o perioadă de timp predeterminată, capacul este plasat în poziționătorul dispozitivului de scanare Imaginea primară rezultată a întregului capac este stocată în memoria computerului și servește drept bază pentru operațiunile digitale ulterioare cu domenii specifice de interes (contrast, mărire, procesare matematică) Rezultatele calculării cantității de aglutinați din probe pot fi exprimate folosind un număr care este mai mare, cu cât cantitatea de conglomerate detectată este mai mare Calculul matematic și reprezentarea numerică a intensității aglutinarii fac posibilă cuantificarea rezultatului reacției de aglutinare și determinarea valorii prag pentru discriminarea automată a probelor pozitive și negative De asemenea, programul de calculator vă permite să introduceți și să salvați protocolul de analiză (locația controlului, probele de testare, diluarea și duplicarea acestora) Pe fig - arată o opțiune de completare a protocolului de analiză '-"A* 'Ab AB) - A A 'AK? AN•A " Orez - Completarea protocolului pentru analiza probelor de control și de calibrare, probe întregi, duplicate, diluții ale serurilor pacientului studiat STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE Pe fig Figurile - (vezi intercalarea color) arată rezultatele prelucrării imaginilor digitale a mai multor godeuri cu probe de ser pozitive și negative în determinarea CRP: contrastare și afișarea vizuală ulterioară a cantității de conglomerate (aglutinați) din probele testate, calculate folosind metode matematice Informațiile despre prezența sau absența aglutinării pentru o anumită probă folosind sistemul VCR sunt înregistrate la un anumit moment, corespunzător instrucțiunilor, și sunt prezentate și comparate de multe ori sub diferite forme: • compararea imaginilor contrastate și mărite ale probelor și controalelor; • evaluarea reprezentării vizuale a numărului estimat de conglomerate; • valori numerice calculate ale intensității aglutinarii; • discriminarea între probele pozitive și negative pe baza calculului pragului Obținerea unor caracteristici digitale obiective ale intensității reacției de aglutinare a latexului permite controlul intralaborator al acestui tip de cercetare, care este fundamental imposibil cu înregistrarea vizuală tradițională Se aplică valoarea țintă calculată a intensităților din materialele de control și un set standard de reguli de control: criteriul de avertizare - l ,s, apoi - s, s, R^, $, x Un exemplu de diagramă de control pentru CRP este prezentat în fig - -♦- Intensitatea aglutinarii Valoarea țintă Xcp+ SD Xcp+SD - Xcp- SD Xcp-SD Orez - Card de control pentru determinarea CRP prin metoda aglomerarii latexului cu VCR STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE REACȚIE DE HEMAGLUTINARE PASIVĂ CU ÎNREGISTRARE VIDEO DIGITALĂ A REZULTATELOR Testul de hemaglutinare pasivă este utilizat pe scară largă în serodiagnostic; din punct de vedere al sensibilității, această metodă este comparabilă cu imunotestul enzimatic Deși există truse RPHA cu specificitate diferită (pentru detectarea anticorpilor la agentul cauzal al rujeolei, yersiniozei, brucelozei și a altor infecții), cu toate acestea, cele mai comune sisteme de detectare a anticorpilor la Tgeropeta pallidum pentru serodiagnosticul sifilisului, utilizate de multe laboratoare ca testul principal Aceste sisteme, precum și alte seturi de RPHA, necesită contabilizarea vizuală a rezultatelor, ceea ce este dezavantajul lor semnificativ Înregistrarea automată a rezultatelor diagnosticării infecției sifilitice folosind metoda RPGA oferă o creștere a specificității și sensibilității diagnosticului și elimină o abordare subiectivă a interpretării rezultatelor Reacția RPHA se bazează pe înregistrarea formării de agregate de eritrocite sensibilizate ("umbrelă") în godeurile unei plăci cu fund rotund în prezența anticorpilor specifici în serul pacientului Programul "Expert-Lab-RPGA" al complexului de laborator face posibilă discriminarea rezultatelor conform scalei standard cu încrucișări Pe fig - arată corespondența dintre aspectul aglutinarii probei și valoarea setată a scalei (compilată conform evaluării de specialitate a medicilor CDL, date din literatură și instrucțiuni de la producătorul sistemelor de testare) Studiul se efectuează conform instrucțiunilor producătorului diagnosticului eritrocitar Pentru a obține rezultate reproductibile, este necesar să se țină cont de rezultatele reacției după un timp de incubare strict specificat (pentru TPHA, la determinarea anticorpilor la Tr pallidum, timpul optim este de oră) La fel ca și pentru testele cu latex, prezența unei caracteristici numerice a severității aglutinarii face posibilă determinarea reproductibilității testării și, pe baza valorilor țintă calculate, efectuarea controlului calității intralaborator Există varietăți de reacții de aglutinare pasivă, în care în loc de eritrocite sunt utilizate particule de gelatină create artificial cu antigenul/anticorpul corespunzător adsorbit pe ele Software-ul "Expert-Lab-RPGA" este adaptat unei serii de sisteme de testare bazate pe acest principiu prin dezvoltarea unei versiuni a software-ului "Expert-Lab Serodia" Pe fig Figurile - (vezi intercalarea de culoare) arată rezultate pozitive, discutabile și negative ale testului de aglutinare a particulelor de gelatină Orez - Fereastra de corespondență a variantelor rezultatelor reacției RPGA la scara cu încrucișări (conform evaluării de specialitate a medicilor CDL) STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE Algoritmul propus pentru evaluarea intensității hemaglutinării ("formarea umbrelei") poate fi folosit și pentru a înregistra rezultatele altor metode de laborator în care eritrocitele sunt folosite ca particule indicator, de exemplu, reacții de inhibare a aglutinarii (cu alte cuvinte, reacții de neutralizare a virusului) METODE PENTRU STUDII ISOSEROLOGICE ÎN FORMAT DE TABLETĂ -LUNCHN G În cazul testelor izoserologice (determinarea grupei sanguine), se înregistrează aglutinarea eritrocitelor sanguine ale pacientului în prezența anticorpilor specifici, iar pentru fiecare probă se efectuează mai multe reacții cu anticorpi la antigenele de grup A și B, factorul Rh Studiile izoserologice rămân una dintre cele mai conservatoare tehnologii în analiza clinică de laborator datorită importanței lor ridicate Nu există încă o soluție clară la problemele de vizualizare și documentare a acestor teste Metodele manuale sunt în continuare cele mai comune metode de realizare a acestor studii în țara noastră Trei dintre ele sunt cunoscute: - în avion, - în eprubete, - în plăci de microtitrare, Dezavantajele aglutinarii plate includ imposibilitatea de a detecta antigene eritrocitare slabe și titruri scăzute de hemaglutinină în serul pacientului: pentru unele studii, metoda tubului este utilizată și aproape niciodată tehnologia microplăcilor Acest lucru se datorează în mare măsură complexității interpretării vizuale a aglutinarii în acest format, lipsei unor dispozitive speciale de scanare, timpului mai lung al studiului, necesității de pretratare a eritrocitelor pentru a pregăti suspensia În același timp, tehnologia microplăcilor are următoarele avantaje: • utilizarea unor cantităţi mici de antiseruri şi eritrocite; • efectuarea de studii în serie; • reducerea timpului de cercetare datorită introducerii prealabile a reactivilor în placă; • reducerea erorilor datorate introducerii dispozitivelor de înregistrare Pentru înregistrarea rezultatelor studiilor izoserologice în plăci cu fund rotund, a fost dezvoltat programul "Expert-Lab-Isoserology" Programul vă permite să înregistrați automat prezența / absența aglutinării în timpul interacțiunii eritrocitelor testate cu coliclonii din fiecare godeu și, în consecință, să determinați grupa de sânge pentru fiecare pacient Înregistrarea bideodigitală evită etapa de centrifugare Conform rezultatelor cercetării, algoritmul de realizare a studiilor izoserologice folosind sistemul ABO și Rh într-o microplacă cu înregistrare video digitală ar trebui recunoscut ca fiind optim Este descrisă o variantă de stadializare, inclusiv tiparea prin metoda încrucișării (cu eritrocite standard) • În godeurile corespunzătoare se adaugă aproximativ - µl de eritrocite standard O, A și B și µl de coliclone anti-A, anti-B, anti-D-cynep și soluție salină • Contribuie în mod corespunzător la µl de ser studiat și - µl de sânge integral studiat • Se incubează la temperatura camerei pe un agitator timp de - minute Aglutinarea eritrocitelor cu coliclone are loc de obicei în primele câteva minute Dar citirea trebuie repetată după - de minute din cauza apariției ulterioare a aglutinării cu eritrocite care conțin varietăți slabe de antigene A sau B STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE cu dart eritrocitele pot veni cu întârziere din cauza posibilității unui titru scăzut de aglutinine conținute în serul de testare • Scanați tableta • În caz de discrepanță în determinarea grupelor de sânge folosind coliclone și eritrocite standard, repetați procedura de scanare după de minute pentru a detecta anticorpi și antiene slabi În cazul unei aranjamente unificate a tsoliclonelor în tabletă, este posibilă interpretarea automată a grupului de sânge pentru o anumită probă de sânge Algoritmul prezentat în fig - (vezi insertul de culoare) Imaginile mărite sunt afișate cu selecția zonei de interes din godeuri în determinarea diferitelor grupe de sânge folosind tsoliclone într-o placă cu fund rotund APLICAREA SISTEMULUI DE SCANNER VCR PENTRU ÎNREGISTRAREA REZULTATELOR ANALIZEI IMUNALE ENZIMICE Un scaner disponibil comercial poate fi utilizat ca fotometru vertical pentru microplăci ELISA cu de godeuri Cele mai multe dintre sistemele de testare utilizate în prezent au peroxidaza de hrean ca etichetă enzimatică, substratul este o soluție de clorhidrat de , ', , '-tetrametilbenzidină (TMB) care conține peroxid de hidrogen Produsele colorate rezultate într-un mediu acid au o absorbție maximă la nm Imunotestele enzimatice sunt efectuate conform instrucțiunilor producătorului Software-ul este universal și vă permite să personalizați sistemul pentru înregistrarea și discriminarea rezultatelor în conformitate cu orice cerințe ale metodelor Sunt oferite opțiuni în modurile de măsurare a densității optice, discriminare după nivel calculată folosind diverse formule, cantitativ măsurători reale din curba de calibrare Pe fig Figura - (vezi intercalarea culorii) arată fereastra de înregistrare a rezultatelor în modul de măsurare a curbei de calibrare Programul "Expert-Lab-ELISA" vă permite să introduceți valorile calibratorilor, să construiți o curbă de calibrare (pot fi utilizați diverși algoritmi: liniar pe bucăți, spline, regresie liniară etc ) și afișați valorile a concentraţiilor substanţelor studiate Pe lângă densitatea optică, imaginea scanerului conține o cantitate semnificativă de informații suplimentare care nu sunt disponibile în timpul fotometriei La instalarea ELISA, sunt posibile erori din cauza umplerii necorespunzătoare a godeurilor, prezenței bulelor, contaminării accidentale, precipitarii substratului în godeuri individuale Pentru a le exclude, se recomandă vizualizarea plăcii ELISA înainte de măsurare Analiza imaginii scanerului face posibilă identificarea și marcarea automată a acestor godeuri prin prezența neomogenității colorării, ceea ce face posibilă identificarea probelor care necesită re-stadializare Această opțiune este fundamental irealizabilă pentru analizoarele convenționale Salvarea și reanalizarea imaginii plăcii face posibilă analizarea retrospectivă a cazurilor neclare și corectarea erorilor de interpretare, ceea ce distinge sistemul VCR de cititoarele tradiționale, care, după măsurători, salvează doar o cifră - valoarea densității optice pentru fiecare probă VCR SI MINIATURIZARE PENTRU STUDII SERIALE SI MULTIPLEX IN FORMAT MATRIXAL Utilizarea VCR-ului deschide oportunități pentru miniaturizarea sistemelor de testare și pentru realizarea de studii multianalitice Rezoluția suficient de mare a sistemului de scanare facilitează detectarea și evaluarea prezenței T STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNICĂ trece intensitatea aglutinarii sau trecerea altor reactii in volume mici Au fost dezvoltați purtători speciali cu godeuri cu un volum al godeului de cel mult µl, un format de matrice x de zone analitice și o etapă care coincide cu cea a microplăcilor standard Pentru reacția LA aceste microplăci folosesc doar µl de probă și reactiv Studiile efectuate pe microplăci de acest format, pe de o parte, nu necesită dispozitive suplimentare, pe de altă parte, economisesc semnificativ reactivii scumpi Figura - prezintă o astfel de microplacă cu godeuri după reacțiile LA Procesarea software a rezultatelor este efectuată conform acelorași principii ca și pentru o microplăci cu de godeuri Menținând toate avantajele și caracteristicile analitice ale testelor, este posibil să se reducă consumul de reactivi cu mai mult de un ordin de mărime Alte perspective pentru miniaturizarea sistemelor de testare implică reducerea numărului de reactivi și probe la zecimi de microlitri Odată cu scăderea volumului de probe și reactivi, se pune problema aplicării microcantităților unei substanțe, mai ales că odată cu trecerea la teste cantitative, un grad mai mare de precizie în dozarea obiectelor lichide și poziționarea liniilor sau punctelor aplicate pe este necesară purtătorul, precum și reproductibilitatea ridicată a acestor parametri În astfel de scopuri, pipetele obișnuite nu sunt aplicabile; sunt necesare dispozitive speciale În acest sens, tehnologia de aplicare a pinului este promițătoare, adică transferul unei micropicături formată pe un știft (micro-tijă) după ce a fost scufundată într-o probă pe un purtător, unde are loc reacția Prin selectarea pinilor, este posibil să se realizeze o răspândire mică a volumului de micropicături (CV - , - , % pentru diferiți pini) Este rațional să combinați pini unici în sisteme cu mai mulți pini - multi-aplicatori Pentru diferite studii de laborator în volume de amestec de reacție mai mici de μl, a fost dezvoltat un complex analitic complet, incluzând un sistem de poziționare-amestecare și dispozitive de înregistrare video-digitală cu software ("Expert-Lab" sau "Reflexes"), deoarece rezultatele reacţiei pot fi luate în considerare numai cu ajutorul WCR În acest caz, înregistrarea vizuală nu este aplicabilă Orez - Apariția unei microplăci cu godeuri x cu o reacție de aglutinare a latexului STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE T Sistemul de poziționare-amestecare constă din aplicatoare pentru reactivi și probe, microplăci corespunzătoare și un poziționator care asigură o poziție fixă a microplăcilor și un purtător pe care se realizează reacția La utilizarea sistemului, după reacțiile analitice corespunzătoare, pe purtător se formează matrici de puncte în format x , fiecare dintre acestea corespunzând unui eșantion separat În continuare, procesarea computerizată a rezultatelor este efectuată în conformitate cu algoritmi specificați Într-un astfel de format miniaturizat, pot fi efectuate diverse teste biochimice și imunochimice Există două opțiuni pentru utilizarea sistemului de poziționare-amestecare pentru diferite studii de laborator Prima opțiune - ar trebui doar să se aplice proba pe purtător Purtătorul poate conține reactivi care reacționează cu substanța de testat ("chimie uscată") sau proba este imobilizată pe membrană pentru studii suplimentare, de exemplu, imunochimice (analiza imunodot) În această variantă, se aplică simultan de picături de același volum (mai puțin de , μl) pe membrană, formând o matrice de puncte analitice ale probei având o poziție geometrică fixă pe suport De exemplu, măsurarea în serie a glucozei în serul sanguin cu aplicarea matricei de puncte a probelor se efectuează după cum urmează Probele de ser și calibratori sunt adăugate pe microplacă, µl per godeu Tableta și suportul cu membrană sunt plasate în compartimentele corespunzătoare ale sistemului de poziționare Cu ajutorul aplicatorului, picăturile de probă sunt transferate pe membrana care conține reactivi imobilizați pentru efectuarea reacției enzimatice glucozooxidază cu formarea unei pete colorate, al cărui timp de dezvoltare este de aproximativ s După aceea, media este plasată imediat în scaner pentru a înregistra rezultatele Întreaga procedură (după completarea tabletei) nu durează mai mult de minute, iar rezultatele prezentate în formă electronică sunt stocate într-o bază de date sau pot fi tipărite Pentru înregistrarea rezultatelor analizei punctelor într-un format micro-matrice, se folosește pachetul software Expert-Lab-Videodot cu fixarea geometrică automată a zonelor de interes corespunzătoare unei matrice de puncte formate cu ajutorul unui sistem de poziționare Se aplică un sistem de calculare a intensității luminii reflectate din punctele obiectului pentru fiecare zonă Principiul "analizei multizone" vă permite să înregistrați simultan rezultatele determinărilor în fiecare zonă individuală, în mod independent Principiul organizării ferestrei principale a software-ului Expert-Lab-Videodot este prezentat în fig - (vezi insertul color) pentru un exemplu de determinare a glucozei Curba de calibrare reflectă relația inversă dintre intensitatea medie a luminii reflectate pentru zona de interes analizată și concentrația de analit Concentrațiile de glucoză calculate din curba de calibrare sunt prezentate în tabelul cu rezultate Interfața presupune completarea protocolului pentru fiecare serie de studii și fiecare test individual: este specificată locația probelor studiate, a controalelor și a calibratorilor Ecranul afișează datele de interpretare automată a rezultatelor pentru un interval de referință dat O alta varianta de aplicare a sistemului de pozitionare-amestecare este efectuarea de reactii cu amestecarea mai multor reactivi in puncte fixate geometric pe suprafata suport Această opțiune permite dezvoltarea de noi modificări ale metodelor de detectare a analiților folosind reacția de aglutinare a latexului sau pentru studii izoserologice Pe parcursul reacției, picăturile de reactiv sunt transferate de pe microplacă pe suport cu ajutorul unui aplicator, fixându-și poziția cu ajutorul unui poziționer Aceeași operațiune se efectuează cu picături de probă Ca rezultat, fiecare picătură de probă este amestecată STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE cu o picătură de reactiv deja pe suport Reacția se efectuează în toate cele de zone analitice simultan, iar volumul amestecului de reacție nu depășește μl Sistemul de poziționare-amestecare face posibilă variarea volumului picăturilor aplicate prin utilizarea aplicatoarelor cu diferite dimensiuni ale pinii și modificarea raporturilor și cantităților de reactivi, ceea ce deschide noi perspective pentru utilizarea acestei variante de analiză microarray în modul multiplex pentru diverse metode de biochimie și imunologie Un exemplu de variantă de utilizare a unui sistem de poziționare-amestecare cu amestecarea reactivilor este reacția de aglutinare a latexului pentru determinarea în serie a proteinei C reactive în serul sanguin Se adaugă μl de suspensie de ser și latex pe microplăcile corespunzătoare Apoi, aplicatorii transferă secvenţial picături de probe şi reactiv pe purtător, amestecă şi înregistrează rezultatele reacţiei folosind un analizor Rezultatele reacției sunt alimentate folosind software-ul Expert-Lab-Agglutination-Micro Principiile de construire a interfeței utilizator și a ferestrei principale sunt similare cu cele descrise mai sus pentru programul Expert-Lab-Aglutination Un studiu al performanței analitice a sistemelor miniaturizate bazat pe utilizarea mai multor aplicatoare în diverse studii LA a arătat că acestea corespund pe deplin parametrilor macrometodelor, păstrând în același timp toate avantajele pe care le oferă VCR PERSPECTIVE DE DEZVOLTARE DE SISTEME HCR PENTRU STUDII CLINICE DE LABORATOR Datorită flexibilității abordărilor în dezvoltarea sistemelor de înregistrare, principiilor uniforme pentru construirea de software pentru obiecte de diferite formate, înregistrarea video digitală face posibilă rezolvarea aproape oricărei sarcini de diagnosticare de laborator Pentru sistemele de scanare, dezvoltarea ulterioară este de a crește varietatea de studii efectuate pe plăci cu de godeuri Acestea sunt studii imunoturbidimetrice și biochimice cu fotometrie verticală, teste microbiologice De asemenea, vor fi dezvoltate opțiuni deja utilizate pentru înregistrarea digitală a diferitelor studii pe benzi de testare în format imunoblot: de exemplu, Western blot sau Line blot (cu aplicarea de reactivi sub formă de dungi) Sistemele de camere evoluează către miniaturizarea dispozitivelor de înregistrare odată cu dezvoltarea de formate mobile și chiar așa-numitele de buzunar folosind teste imunocromatografice pentru testele la punctul de îngrijire sau la domiciliu În acest domeniu, există o tendință în creștere spre utilizarea camerelor video încorporate în telefoanele mobile Pentru astfel de sisteme non-laboratoare, este de o importanță deosebită păstrarea informațiilor primare (PDT) - imagini ale unui obiect analitic și posibilitatea consultării la distanță, deoarece studiile vor fi efectuate de persoane care nu au abilitățile profesionale ale lucrătorilor de laborator Dezvoltarea abordărilor VCR se încadrează armonios în conceptul de telemedicină în dezvoltare rapidă Are legătură cu asta că informațiile analitice la utilizarea VCR-ului sunt deja disponibile sub formă de computer și pot fi transmise cu ușurință prin sisteme moderne de comunicații - prin internet sau prin telefonie mobilă Folosind un astfel de algoritm, pot fi organizate rețele de laboratoare specializate cu un sistem de control al calității integrat vertical Și în acest caz, importanța transmiterii și păstrării CTP este evidentă În plus, posibilitatea de a transmite imaginea primară a unui obiect analitic vă permite să treceți la pasul următor, oferit de dezvoltare STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE T tehnologia informației; - prelucrarea imaginilor la distanță Cu această abordare, la locul studiului (în teren, lângă patul pacientului), se obține doar imaginea obiectului analitic, care este transmisă serverului, unde este procesată și se obține rezultatul, care, la rândul său, este transmis înapoi la locul de studiu În acest caz, se poate asigura transferul de informații și asistență consultativă de la un singur centru Utilizarea tehnologiei analitice moderne - înregistrarea video digitală - oferă specialiștilor noi oportunități de îmbunătățire a calității examinării de laborator CITOMETRIE ÎN FLUX Caracteristicile citometriei în flux Citometria în flux este o metodă de înaltă tehnologie pentru măsurarea rapidă a caracteristicilor celulelor Citometria în flux se bazează pe un arsenal de metode fluorescente pentru analiza componentelor structurale ale celulelor, antigenele acestora și procesele intracelulare Această metodă examinează mostre de la câteva mii până la câteva milioane de celule, ceea ce garantează fiabilitatea statistică a rezultatelor La rândul său, citometria se deosebește de biochimia clasică și biologia moleculară prin capacitatea de a analiza nu caracteristicile moleculare mediate pe întreaga populație, ci parametrii individuali pentru fiecare celulă Creată pentru a accelera analiza în citologie clinică și citodiagnostic, această tehnologie a evoluat treptat într-o abordare eficientă pentru rezolvarea multor probleme importante din biologia celulară, imunologie, inginerie celulară etc În practica clinică, citometria în flux este folosită cel mai adesea pentru a studia celulele din sânge și măduvă osoasă, compoziția lor antigenică, activitatea funcțională, cantitățile de ADN și ARN și pentru a determina nivelul producției de citokine Există două direcții: citometrie în flux și sortare prin citometrie în flux Prima reprezintă o abordare analitică, a doua permite selectarea subpopulațiilor de celule de interes pentru cercetător, pe baza capacităților analitice ale primei, și continuarea lucrului cu subpopulațiile selectate Recent, poziția citometrilor de flux ca sortare a fost zguduită de apariția separării magnetice, dar o serie de studii științifice sunt imposibile fără utilizarea lor Astfel de studii includ sortarea cromozomilor individuali, producerea de tetranom etc Două caracteristici esențiale ale citometriei în flux fac această metodă deosebit de valoroasă pentru practica clinică: în primul rând, această metodă permite caracterizarea populațiilor de celule eterogene după fenotip, iar atunci când se utilizează citometria ADN, după genotipul celulelor constitutive ale acestora Analizele de acest fel servesc la identificarea abaterilor care apar în procesul de oncogeneză Cele mai multe aplicații moderne ale citometriei sunt asociate cu analize de acest fel În al doilea rând, este o oportunitate de a detecta și caracteriza evenimente rare, de ex care apar la o frecvență de - - , ceea ce a fost posibil datorită performanței uriașe Citometrele moderne pot înregistra mai mulți parametri pentru fiecare celulă individuală la o rată de până la de celule pe secundă Aplicațiile citometriei în flux astăzi sunt foarte diverse Inițial, au fost dezvoltate intens metode pentru analiza cantitativă a componentelor intracelulare precum ADN și ARN Lucrările în această direcție au condus la crearea unor metode de analiză a parametrilor ciclului celular La rândul său, aceasta a servit drept fundație pentru dezvoltarea metodelor de analiză a celulelor în diviziune și a celulelor cu conținut anormal de ADN Informații extrase din STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE semnalele de împrăștiere a luminii și măsurarea timpului de zbor al celulelor prin zona de analiză, au făcut posibilă evaluarea caracteristicilor morfologice ale celulelor (dimensiunea, raportul dintre dimensiunile nucleului și citoplasmei, granularitatea citoplasmei, gradul de celule asimetrie) Dezvoltarea tehnologiei hibridomului a condus la apariția unui astfel de instrument precum anticorpii monoclonali (MA) MA a făcut posibilă tiparea celulelor nu numai prin diferențe morfologice, ci și printr-un set de antigeni de suprafață și receptori caracteristici celulelor strict definite și starea lor funcțională În diferite laboratoare ale lumii, s-au obținut MA pentru aceiași antigene, autorii le-au atribuit propriile nume Acest lucru a dus la confuzie, deoarece cercetătorii au vorbit despre aceleași antigeni de suprafață celulară, dar le-au numit diferit Pentru a evita acest lucru, la începutul anilor A fost convocat un atelier internațional privind antigenele leucocitare umane și s-a propus unirea MA în grupuri, sau clustere, pe baza structurii antigenice pe care o recunosc de pe suprafața celulei Astfel, sensul inițial al termenului de "cluster de diferențiere" (Cinste? of Differentiatîon - CD) este un set de anticorpi monoclonali care recunosc aceeași structură pe suprafața celulei, indiferent de specificitatea epitopului De-a lungul timpului, acest concept s-a schimbat și mulți cercetători înțeleg CD-ul ca fiind însăși structura de pe suprafața celulei Pe baza celor de mai sus, devine clar că, pentru o utilizare eficientă, MA trebuie să fie grupate, de exemplu incluse în registrul AM cunoscute și atribuite unui cluster de diferențiere specific Pentru a face acest lucru, fiecare AM trebuie testat în mai multe laboratoare independente, unde trebuie demonstrat că ele interacționează cu anumite celule și recunosc o anumită structură pe suprafața lor În prezent, sunt cunoscute peste de grupuri majore de diferențiere a celulelor umane Utilizarea MA a schimbat abordările imunofenotipării celulare MA marcate cu fluorocrom permit analiza atât calitativă, cât și cantitativă a antigenelor de suprafață și intracelulare Ca direcție separată, se dezvoltă studiul activității enzimelor intracelulare Această direcție se numește "citoenzimologie de flux" Au fost dezvoltați o serie de reactivi care sunt substraturi sintetice pentru măsurarea activității enzimelor intracelulare Noile substraturi fluorogene fac posibilă evaluarea activității unui număr mai mare de enzime în comparație cu substraturile disponibile anterior Avantajul acestei abordări este că prin compararea nivelului de activitate al enzimelor din celulele normale cu nivelul de activitate al celulelor implicate în procesul patologic se pot constata diferențe care permit identificarea celulelor deteriorate și studierea proceselor care au loc în acestea Combinația diverșilor fluorocromi a făcut posibilă studierea cantitativă și calitativă a unor parametri intracelulari fiziologici precum pH-ul (fluoresceină și -hidroxicumarină), concentrația ionilor liberi de calciu (Fura- , Indo- , Fluo- ), nivelul de procesele oxidative, activarea mitocondrială, potențialul membranei externe celulare, procesele asociate cu apoptoza etc Realizările în diverse domenii ale biologiei moleculare, biochimiei și medicinei fac posibilă studierea conținutului de citokine secretate în serul sanguin utilizând citometria în flux folosind analiza multiplex, localizarea clonelor de celule specifice antigenului folosind tetramgr Există metode care permit utilizarea citometriei în flux pentru măsurarea parametrilor funcționali, cum ar fi activitatea fagocitară, apoptoza, expresia citokinelor etc Toate acestea creează premisele pentru studiile moderne ale întregului complex de procese intracelulare la nivelul celulelor individuale CERCETARE DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE Citometrele de flux moderne au o sensibilitate ridicată și un nivel ridicat de automatizare, ușurință în operare și dimensiuni reduse - toate acestea le permit să fie considerate nu numai ca cercetare, ci și ca instrumente de diagnostic clinic Fundamentele citometriei în flux Citometria în flux se bazează pe măsurători fotometrice și fluorescente ale celulelor individuale care traversează una după alta, împreună cu fluxul de fluid, un fascicul laser de lumină monocromatică (Fig - ) Citometria în flux poate măsura următorii parametri, • Difuzarea luminii la unghiuri mici ( - °) Acest parametru este utilizat pentru a determina dimensiunile celulelor • Difuzarea luminii la un unghi de ° Folosind acest parametru, se poate aprecia raportul dintre dimensiunile nucleului și citoplasmei, precum și heterogenitatea sau granularitatea citoplasmei • Cu ajutorul canalelor fluorescente, markerii celulari sunt studiați folosind anticorpi monoclonali (MA) la componentele membranare și intracelulare ale celulelor, marcați cu diverși coloranți fluorocromi • Intensitatea fluorescenței obiectului studiat poate servi drept criteriu cantitativ care caracterizează expresia antigenelor (densitatea receptorilor) pe celule • Citometrele în flux sunt echipate cu tuburi fotomultiplicatoare multiple (PMT) care permit înregistrarea simultană a mai multor tipuri de fluorescență • Este posibil să se măsoare polarizarea fluorescenței și timpul de tranzit al particulei prin zona de analiză Prima permite cercetătorului Detector suspensie celulară Orez - La traversarea laserului cu un flux de celule, se înregistrează împrăștierea directă, laterală a luminii și spectrul de emisie emis de un colorant fluorescent Jet focalizat în celule cu jet STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE judecă gradul de vâscozitate al membranelor celulare, care variază în funcție de starea lor funcțională și, în al doilea rând, gradul de asimetrie al celulelor sau organelelor studiate Canalele fotometrice sunt utilizate pentru a evalua dimensiunea celulelor și structurile intracelulare Particulele care diferă ca mărime împrăștie lumina în mod diferit, iar natura împrăștierii depinde de raportul dintre lungimea de undă a luminii și diametrul particulelor În cazul în care lungimea de undă de iradiere este comparabilă cu dimensiunea particulei, natura împrăștierii se modifică, unda luminoasă se învârte în jurul particulei, interacționează cu ea și se abate de la propagarea rectilinie printr-un unghi mic - unghi mic ( - ° ) sau difuzare directă (FS sau FSC) a luminii ( Fig - , vezi insertul de culoare) Acest tip de împrăștiere în timpul interacțiunii luminii cu suprafața celulei face posibilă estimarea dimensiunii acestora Dacă dimensiunea particulelor este mai mică decât lungimea de undă a luminii laser monocromatice care iradiază (de exemplu, structuri intracelulare), o cantitate semnificativă de lumină este împrăștiată la un unghi de ° (împrăștiere laterală, SS sau SSC) (Fig - , vezi inserție de culoare) Cu înregistrarea simultană a împrăștierii luminii laterale și directe, toate populațiile de celule de leucocite pot fi identificate În acest caz, este posibil să se determine proprietățile fizice ale fiecărei celule necolorate (dimensiunea și complexitatea structurii), împărțind astfel populația de celule analizată în subpopulații separate Principala formă de afișare a rezultatelor în procesul de acumulare a datelor sunt histogramele de distribuție cu doi parametri Cel mai adesea, pe histograme este marcată o poartă (din engleză, poartă - poartă) O poartă este o constrângere logică utilizată pentru a selecta evenimente atunci când se analizează mai mulți parametri corelați Parametrii celulelor care se încadrează în poarta marcată vor fi afișați pe alte histograme și citograme, iar datele despre celulele care nu intră în poartă vor fi ignorate Canalele fluorescente sunt folosite pentru a studia markerii celulari folosind anticorpi monoclonali (MA) marcați cu diverși coloranți fluorocromi împotriva membranei și componentelor celulare intracelulare După colorarea celulelor cu MA, are loc legarea specifică a acestora din urmă la structurile celulare și înregistrarea fluorescenței induse de radiația laser Tehnica de înregistrare este următoarea Când celulele marcate sunt iradiate cu un laser cu o lungime de undă care excită fluorocromul, lumina este absorbită Fluorocromul emite apoi lumină, dar la o intensitate mai mică (lungime de undă mai mare) decât lumina absorbită În plus, fluorocromul emite lumină în toate direcțiile, astfel încât fluorescența poate fi înregistrată în orice unghi în raport cu lumina iradiată De obicei înregistrarea se efectuează în unghi drept, totuși, pentru iradierea laser monocromatic, aceasta nu este o condiție necesară, deoarece semnalul fluorescent emis are întotdeauna o lungime de undă mai mare decât lumina de excitare a iradierii laser Mulți coloranți fluorescenți sunt utilizați în citometria în flux Anticorpii monoclonali marcați cu diverși fluorocromi diferă atât prin specificitatea legării lor moleculare, cât și prin caracteristicile optice: în spectre de absorbție și, în consecință, excitație de fluorescență, coeficienți de extincție moleculară, spectre de fluorescență și randamente cuantice În funcție de laserele cu care este echipat dispozitivul, sunt selectați coloranți fluorescenți (Tabelul - ) Analiza cantitativă a intensității imunofluorescenței servește la numărarea cu precizie a numărului anumitor molecule din interiorul celulei sau de pe suprafața acesteia Un grup de metode bazate pe detectarea studiului STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNICĂ T Tabelul - Fluorocromii se folosesc cel mai frecvent pentru conjugarea directă cu anticorpi monoclonali Fluorocrom Lungime de undă de excitare, nm Emisie, nm Fluoresceinizohiocianat (FITC) Alexa Fluor (A)exa Fluor ) Ficoeritrina (PE, R-PE, RD ) ECD (PE-Texas Red) PC (PE/CY ) PC (PE/CY ) PE Alexa Fluor PC (PE/CY ) Aloficocianina (APC) / Alexa Fluor / Alexa Fluor / APC Alexa Fluor / APC (APC/CY ) / molecule folosind anticorpi monoclonali marcați Analiza cantitativă a unor markeri relevă informații clinice utile De exemplu, celulele tumorale progenitoare ale limfocitelor B pot fi diferențiate de progenitorii normali și limfocitele B mature prin densitatea ridicată de expresie a CD sau, respectiv, CD și expresia scăzută a CD și CD ; expresia ridicată a CD în celulele de leucemie limfoblastică acută cu celule B este o caracteristică utilă pentru detectarea bolii reziduale minime Cuantificarea fluorescenței este o măsură indirectă a cantității de structuri antigenice capabile să se lege la un anumit anticorp marcat Calibrarea intensității fluorescenței leagă intensitatea semnalului de fluorescență la cantitatea de anticorpi monoclonali marcați atașați la celulă Având în vedere că intensitatea fluorescenței de la fiecare celulă specifică depinde de numărul de anticorpi monoclonali marcați legați de antigeni specifici de pe suprafața limfocitelor, intensitatea medie de fluorescență a unei populații de celule (MFI - Mean Fluorescence Intensity) poate servi drept criteriu cantitativ caracterizarea expresiei antigenelor (densitatea receptorilor) pe celule Cu citometrele de flux moderne, spectrul de emisie a până la zece fluorocromi diferiți poate fi măsurat simultan Rezultatele măsurătorilor pentru canalele de fluorescență sunt de obicei afișate ca histograme cu doi parametri Atunci când se analizează un grafic cu doi parametri, canalele de fluorescență estimează procentul de celule care poartă un anumit marker, expresia simultană a doi sau mai mulți antigeni diferiți pe celule și intensitatea medie de fluorescență a anticorpilor marcați asociați cu celula poate fi utilizată pentru a judeca densitatea de expresie a antigenelor celulare (Fig - ) Caracteristicile analitice ale citometriei în flux Orice microparticule în suspensie pot servi ca material pentru analiză prin citometrie în flux Obiectele cel mai frecvent studiate sunt celulele de sânge și măduva osoasă Pot fi studiate și celulele fluidelor de efuziune, lavaj bronhoalveolar, lichid cefalorahidian, probe de țesut omogenizat, suspensie celulară obținută prin aspirație STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE Orez - Sângele periferic al unui pacient cu leucemie limfocitară cronică În stânga este un grafic de împrăștiere care reflectă evenimentele din poarta limfocitelor care caracterizează expresia antigenului de celule B CD marcat cu ficoeritrină (PE) și CD marcat cu izotiocianat de fluoresceină (FITC) Cadranul din stânga sus prezintă celule care poartă doar PE marcat cu CD , acestea sunt limfocite B normale, , % dintre ele În cadranul din dreapta jos, celulele care exprimă doar CD sunt limfocite T, , % dintre ele În cadranul superior drept, există evenimente pozitive pentru PE și FITC, acestea sunt celule care coexprimă CD și CD (celule tumorale ale leucemiei limfocitare cronice cu celule B), numărul lor este de , °L Trebuie remarcat faptul că intensitatea medie a fluorescenței CD PE a populației tumorale este semnificativ mai mică decât cea a populației normale de limfocite B, care este, de asemenea, caracteristică leucemiei limfocitare cronice cu celule B puncție cu ac fin a ganglionilor limfatici și a splinei, precum și a cromozomilor și bacteriilor Este posibil să se studieze citokinele din serul sanguin și țesuturile Este de preferat să se utilizeze eprubete cu săruri de potasiu ale EDTA sau, dacă este necesar, să se studieze activitatea funcțională a celulelor, heparină pentru studiul celulelor sanguine și al măduvei osoase O etapă esențială în pregătirea probelor pentru analiză este izolarea din probă doar a acelor celule care prezintă interes pentru cercetător Primul lucru care poate interfera cu analiza unei populații de leucocite pure sunt eritrocitele Cu ajutorul soluțiilor de lizare sau izolarea fracției de leucocite pe un gradient de densitate, eritrocitele sunt îndepărtate din probă și numai celulele nucleate de sânge sau de măduvă osoasă devin disponibile pentru analiză La examinarea măduvei osoase și a omogenatelor de țesut, este important ca conglomeratele de celule de țesut conjunctiv să nu interfereze cu analiza - pentru aceasta se folosesc filtre speciale La imunofenotiparea măduvei osoase și a celulelor sanguine periferice la pacienții cu paraproteinemie, este important să se reducă legarea nespecifică a anticorpilor marcați la proteinele plasmatice ale sângelui; pentru aceasta, se utilizează spălarea suplimentară a celulelor cu soluție salină tamponată cu fosfat Metoda citometriei în flux poate evalua simultan până la un milion de celule O regiune cu cel puțin de evenimente este considerată pozitivă Astfel, sensibilitatea metodei citometriei în flux este de la de celule Metoda citometriei în flux multicolor permite detectarea a până la parametri celulari simultan la o rată de până la de mii de celule pe secundă Citometrele moderne, de regulă, sunt echipate cu trei sau mai multe PMT (de la la ), ceea ce face posibilă analizarea expresiei principalelor markeri ai aproape tuturor celulelor de sânge și măduvă osoasă într-o singură probă de sânge periferic Cu cât este mai mare numărul de anti monoclonali marcați STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE *| corpurile legate de celulă pot fi analizate într-o singură probă, cu atât specificitatea metodei este mai mare Toate acestea au condus la formarea analizei multiparametrice în citometrie Beneficiile citometriei în flux Principalul avantaj al citometriei în flux față de metodele de cercetare morfologică este capacitatea de a evalua un număr mare de celule într-o perioadă scurtă de timp În plus, citometria în flux face posibilă detectarea imunofenotipului diferitelor subpopulații, limfocite, descendența blaștilor, markeri de prognostic și determinarea fenotipului aberant al celulelor tumorale, care nu poate fi realizat cu studiul morfologic clasic al celulelor În comparație cu studiile imunocitochimice și imunohistochimice, citometria în flux este o metodă mai puțin laborioasă, mai informativă, iar viteza de execuție ( - ore) reprezintă, de asemenea, un avantaj În plus, citometria în flux este semnificativ mai economică decât imunohistochimia și imunocitochimia În comparație cu metodele de diagnostic molecular, avantajele citometriei în flux sunt viteza de examinare și rentabilitatea De asemenea, la determinarea bolii reziduale minime, citometria în flux face posibilă detectarea numai a celulelor viabile și excluderea celulelor moarte din zona de analiză, în timp ce metodele de diagnostic molecular în legătură cu diagnosticul bolii reziduale minime se bazează pe detectarea ADN-ului, indiferent de indiferent dacă aparține celulelor moarte sau încă viabile Limitări ale citometriei în flux Imunofenotiparea prin citometrie în flux face posibilă caracterizarea celulelor folosind MA sau orice alte sonde fluorescente și face posibilă aprecierea tipului și stării lor funcționale prin prezența unui set de markeri celulari și a proceselor care au loc în ele Cu toate acestea, mulți markeri pot fi exprimați pe diferite tipuri de celule, iar prezența lor ar trebui determinată folosind cel puțin analiză în două culori O problemă importantă este lipsa panourilor standard de diagnostic, prin urmare, atunci când se face un diagnostic primar într-un laborator, nu este întotdeauna posibilă evaluarea bolii reziduale minime în hemoblastoze în altul Citometria în flux este inferioară ca sensibilitate și specificitate față de metodele de cercetare genetică moleculară în diagnosticul diferențial al bolilor tumorale cu celule T și în evaluarea bolii reziduale minime în leucemia mieloidă acută și liniaritatea celulelor T Sunt disponibile truse comerciale de calibrare a instrumentelor pentru estimarea densității receptorilor, dar permit evaluarea unui singur fluorocrom și sunt foarte scumpe În același timp, evaluarea densității de expresie a antigenelor individuale crește conținutul informațional al metodei citometriei în flux în diagnosticul și diagnosticul diferențial al hemoblastozelor Intensitatea fluorescenței de la fiecare celulă particulară depinde de numărul de anticorpi monoclonali marcați legați de antigeni celulari specifici, prin urmare, intensitatea medie de fluorescență a unei populații celulare (MFI) poate servi ca criteriu cantitativ care caracterizează densitatea receptorilor celulari Cu toate acestea, intensitatea medie a fluorescenței, detek STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE măsurată de dispozitiv depinde nu numai de numărul de anticorpi monoclonali marcați atașați la celulă, ci și de intensitatea intrinsecă a strălucirii fluorocrom, de intensitatea laserelor și de sensibilitatea detectorilor Prin urmare, estimarea densității receptorilor de către IMF poate fi utilizată doar ca metodă comparativă utilizată numai pe un dispozitiv dintr-un anumit laborator În practica clinică, citometria în flux este utilizată: • să evalueze parametrii imunității celulare; • studiul caracteristicilor funcționale ale celulelor sistemului imunitar; • evaluarea numărului absolut de limfocite T CD + în stadializarea cursului infecţiei HIV; • diagnosticul de leucemie acută şi boli limfoproliferative, hemoglobinurie paroxistică nocturnă; • evaluarea bolii reziduale minime; • numărarea celulelor stem hematopoietice și mezenchimale; • determinarea compoziţiei celulare a lichidelor de efuziune şi a lichidului cefalorahidian; • monitorizarea stării septice; • diagnosticul unor patologii genetice precum sindromul Wiskott-Aldrich; • numărarea reticulocitelor și trombocitelor (metoda de referință); • evaluarea activităţii funcţionale a trombocitelor Evaluarea legăturii celulare a imunității Progresele în imunologia fundamentală, bazate pe realizările biologiei moleculare și ale ingineriei genetice, au făcut posibilă clarificarea imunopatogenezei bolilor alergice, autoimune, oncologice și infecțioase În același timp, posibilitățile crescute ale citometriei în flux au extins înțelegerea listei necesare a populațiilor de limfocite, al cărei studiu este recomandabil în evaluarea componentei celulare a imunității Procesul de dezvoltare a răspunsului imun al organismului la pătrunderea unei infecții sau a oricărui alt impact este însoțit de modificări semnificative în compoziția subpopulației de celule imunocompetente Acest lucru se aplică atât modificărilor numărului absolut de celule imunocompetente, subpopulațiilor acestora, cât și apariției anumitor molecule funcționale pe suprafața celulei Sub influența diverșilor agenți, celulele se adaptează și răspund la aceasta prin modificarea expresiei anumitor markeri membranari și intracelulari Astfel, unul dintre mecanismele eficiente de imunoreglare este modularea exprimării moleculelor importante din punct de vedere funcțional Nu mai puțin importantă este modificarea numărului absolut de celule imunocompetente din sângele periferic Determinarea compoziției subpopulației, sau a fenotipului, a limfocitelor ca una dintre principalele populații de celule imunocompetente este în prezent o caracteristică de diagnosticare importantă care face posibilă aprecierea cursului proceselor care au loc în organism Un fenotip trebuie înțeles ca un set de markeri semnificativi funcțional, caracteristici anumitor etape de diferențiere proliferare, activare sau moarte celulară programată (apoptoză) Numărul absolut și relativ de celule cu un anumit fenotip este rezultatul final al imunofenotipării Dezvoltarea citometrelor moderne, progresele în chimia coloranților fluorescenți, descoperirea de noi markeri CD și îmbunătățirea software-ului au făcut posibilă analizarea fenotipului celulelor imunocompetente ca o procedură de rutină și obținerea celor mai complete și fiabile informații STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE Acest lucru vă permite să localizați și să urmăriți procesele care au loc în organism, să le studiați și, prin urmare, să răspundeți în mod adecvat la acestea Ca urmare, sunt dezvoltate noi abordări pentru a corecta activitatea celulelor alterate patologic și procesele pe care le determină În ultimii de ani, în practica CDL, determinarea indicatorilor care reflectă conținutul cantitativ al celor cinci populații principale de limfocite din sângele periferic (celule T, T-helper, limfocite T citotoxice, celule B și NK-) celule) și-au arătat conținutul informativ insuficient Pe de altă parte, studiul intensiv al patogenezei diferitelor boli a relevat rolul cheie al limfocitelor activate, al celulelor T reglatoare, al subpopulațiilor de celule B și NK În acest sens, pentru a evalua starea imună în timpul imunofenotipării limfocitelor, împreună cu principalele cinci populații, este recomandabil să se extindă analiza în detrimentul unor subpopulații mici de limfocite și bazine de celule activate În laboratoarele practice au apărut posibilități tehnice și metodologice pentru aceasta Deci, dacă mai devreme pentru determinarea limfocitelor T citotoxice s-a considerat suficient să se folosească un singur marker - CD , conform conceptelor moderne, este necesar să se studieze simultan patru markeri - CD , CD , CD și CD Implementarea acestei abordări este posibilă numai atunci când se utilizează analiza citometrică multicoloră Cu toate acestea, apariția de noi indicatori de laborator, introducerea lor în practica de rutină necesită standardizarea protocolului de determinare a indicatorilor și a valorilor normative LIMFOCIȚELE B ȘI SUBPOPULAȚIILE LOR Populația de limfocite responsabile de producerea de anticorpi sunt celulele B Fiecare limfocit cu celule B este programat să producă anticorpi cu o singură specificitate, iar acești anticorpi sunt prezenți pe suprafața sa ca receptor pentru antigenul corespunzător Un limfocit B poartă aproximativ molecule identice de anticorpi pe suprafața sa Acești anticorpi se numesc imunoglobuline de suprafață sau membranare Principala formă de imunoglobuline membranare sunt imunoglobulinele de clasă M (IgM) Ele sunt exprimate pe membrana tuturor limfocitelor B mature care nu au fost în contact cu antigenul Cu toate acestea, imunoglobulinele de clasa D (IgD) sunt prezente și pe suprafața celulelor B care au deja finalizată diferențierea În procesul de formare a răspunsului imun, izotipurile imunoglobulinelor membranare sunt schimbate la IgG, IgA, IgE Pe lângă imunoglobulinele membranare, limfocitele B exprimă o serie de markeri de membrană, care, în primul rând, sunt necesari pentru formarea receptorului celulelor B și joacă un rol important în transmiterea semnalului în procesul de recunoaștere a antigenului și, în al doilea rând, ele sunt markeri ai apartenenței liniare a celulelor B, ceea ce este util în special în identificarea unei populații date de limfocite Acești markeri includ în principal CD și CD Aceste molecule formează un complex co-receptor, care implică și CD Antigenul CB , cunoscut și sub numele de B , este o glicoproteină membranară cu o greutate moleculară de kDa CD este implicat în reglarea dezvoltării, activării și diferențierii limfocitelor B Această moleculă este exprimată pe toate celulele B normale, inclusiv limfocitele pro-B, dar dispare în celulele plasmatice Molecula CD este absentă pe membrana celulelor T-, NK normale monocite și granulocite În acest sens, acest antigen este recomandat pentru evaluarea cantitativă a populației totale de celule B Antigenul CO este o glicoproteină transmembranară cu o greutate moleculară de kDa Aparține familiei de proteine care reglează activitatea complementului CD (CR ) este receptorul pentru componenta C b STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE complement și virusul Epstein-Barr Acest antigen este prezent pe limfocitele B mature și absent pe limfocitele T, granulocite și monocite Molecula CD este implicată în activarea și proliferarea limfocitelor B În plus față de structurile enumerate mai sus, antigenele celulelor pan B includ molecule precum CD și CD Antigenul CB (Bp ) este o proteină membranară neglicozilata integrală cu patru domenii transmembranare Există trei izoforme CD bazate pe greutatea moleculară ( , și kDa) care rezultă din fosforilarea diferențială în domeniile citoplasmatice Această moleculă este un canal de Ca ' și este implicată în activarea și proliferarea celulelor B prin reglarea conductivității transmembranare a ionilor de Ca + Molecula CD este prezentă pe toate limfocitele B normale din sângele periferic, ganglionii limfatici, splina, amigdalele și măduva osoasă, dar absentă pe celulele plasmatice Deși CD a fost descris inițial ca un marker de descendență a celulelor B, o mică subpopulație de celule T umane a părut să exprime CD la densitate scăzută, celulele B exprimând CD la densitate mare (CD br^ht) și celule T la densitate scăzută (CD dbn) și a reprezentat , ± , % din limfocitele din sângele periferic Deși evaluarea exprimării CD este utilă în caracterizarea celulelor B, trebuie avută grijă în interpretarea rezultatelor obținute Acest lucru este valabil mai ales pentru cazurile de imunofenotipizare a celulelor măduvei osoase O problemă similară poate apărea atunci când se studiază celulele sanguine periferice la pacienții cu poliartrită reumatoidă Molecula CD este o țintă pentru terapia în limfoamele cu celule B non-Hodgkin Antigenul CO (BL-CAM) este o glicoproteină transmembranară aparținând superfamiliei imunoglobulinelor Această moleculă este exprimată ca două izoforme: forma a ( kDa) și forma p ( kDa) Antigenul CO este exprimat în citoplasma progenitoarelor celulelor B și pe suprafața limfocitelor B mature Expresia CD dispare după activarea celulelor B din etapa anterioară de maturare a plasmocitelor Molecula CD este absentă pe limfocitele T, granulocite și monocite din sângele periferic În prezent, între limfocitele B se disting trei subpopulații principale: B- , B- și celulele B de memorie Un rol destul de important în această diviziune este atribuit moleculei CD Pe lângă rolul asociat cu semnalizarea în timpul activării, molecula CD este privită ca un posibil marker al limfocitelor B, ceea ce face posibilă distingerea între subpopulațiile acestora: celule B CD + (celule B- ) și CD -B convenționale celule (celule B- ) Celulele B- sunt de interes considerabil datorită asocierii lor cu producția de autoanticorpi, precum și cu patologia autoimună Un rol semnificativ al celulelor B- a fost observat în artrita reumatoidă, lupusul eritematos sistemic (LES) și sindromul Sjögren O creștere a numărului de limfocite B CD + a fost observată la pacienții care sufereau de miastenie gravis, diabet insulino-dependent și tiroidita Hashimoto În tabel - prezintă o listă de boli în care determinarea nivelului relativ al limfocitelor B- este semnificativă din punct de vedere diagnostic (Fig - ) Următoarea subpopulație de limfocite B sunt așa-numitele celule B de memorie Identificarea CD ca marker al celulelor B de memorie a făcut posibilă identificarea în mod fiabil și eficient a celulelor B native (IgM+CD ) și a celulelor B de memorie (CD +) în sângele periferic Antigenul SI este o glicoproteină transmembranară sub forma unui homodimer din doi monomeri cu o greutate moleculară de kDa legați prin punți disulfură CD aparține familiei de gene a receptorului factorului de necroză tumorală, antigenul CD se găsește pe timocitele medulare, periferice CERCETARE DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE CD -FITC A Fig, - Histograma distribuției CD și CD pe limfocitele din sângele periferic Subpopulații de limfocite B- la un pacient cu tiroidită autoimună: a - înainte de tratament; b - în curs de tratament Tabelul - Boli în care determinarea nivelului relativ al limfocitelor B- este semnificativă din punct de vedere diagnostic Boală Nivel relativ crescut de limfocite B- Lupus eritematos sistemic +++•+ Sindromul Sjögren ++++ Artrita reumatoida +++ Diabet zaharat insulinodependent +++ Tiroidită autoimună ++++ Miastenia gravis +++ Colita ulcerativa nespecifica +++ Leziuni autoimune în boli infecțioase (chlamydia, sindrom Reiter, bruceloză etc ) +++ Alte boli bazate pe mecanisme autoimune +? Limfocite T, limfocite B activate și celule NK Ligandul său este molecula CD Interacțiunea CD cu ligandul său CD pe celulele T este una dintre condițiile diferențierii celulelor B în celule plasmatice Absența celulelor B cu memorie IgD-CD + explică în mare măsură afectarea producției de imunoglobuline în ciuda semnalizării funcționale CD la pacienții cu sindrom rnnep-IgM legat de X Răspunsul imun umoral joacă un rol important și uneori critic în eliminarea agenților patogeni intra și extracelulari Acest proces este realizat prin diferențierea celulelor B mature în celule plasmatice, care secretă cantități mari de imunoglobuline Cu toate acestea, majoritatea antigenelor provoacă un răspuns imun numai în prezența și participarea limfocitelor T Acest lucru se aplică proteinelor și antigenelor celulare, precum și virușilor, care sunt combinate în conceptul de "antigene dependente de T" Doar un număr mic de antigeni sunt capabili să inducă un răspuns imun fără implicarea celulelor T Unele lipopolizaharide bacteriene la o concentrație suficient de mare sunt capabile de activarea policlonală a unei părți semnificative a populației de limfocite B, de exemplu pentru o astfel de stimulare, specificitatea antigenică nu joacă un rol Liniar STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE antigene care se descompun lent în organism și au un determinant organizat într-un anumit fel și adesea repetat (polizaharidă pneumococică, polimeri ai D-aminoacizilor, polivinilpirolidonă) sunt, de asemenea, capabili să stimuleze direct limfocitele B Răspunsul imun indus de antigenii T-independenți practic nu este însoțit de formarea celulelor de memorie În răspunsul imun la antigenii T-independenți, se produce IgM și eficacitatea răspunsului T-independent este de multe ori mai mică La rândul lor, antigenele dependente de T în absența celulelor T sunt lipsite de imunogenitate Când răspunde la aceste antigene, este necesară conectarea limfocitelor T Antigenii T-dependenți asigură și determină interacțiunea de cooperare a celulelor B și T, rezultând o trecere în sinteza de la IgM la IgG Există două căi pentru formarea diferitelor fracții de anticorpi: o cale dependentă de T în centrii germinali și o cale independentă de T în afara centrilor germinali Funcția exactă a celei de-a doua căi și generarea celulelor B IgM'CD + nu sunt încă pe deplin înțelese Cu toate acestea, celulele B IgM~CD ' joacă un rol important în răspunsul umoral împotriva agenților patogeni independenți de T, cum ar fi bacteriile încapsulate Activarea celulelor B mature cu un antigen T-dependent duce la formarea celulelor plasmatice prin două căi independente de diferențiere Celulele B activate pot pătrunde în centrele proliferative extrafoliculare unde se diferențiază rapid în plasmocite de scurtă durată care secretă IgM Pe de altă parte, celulele B activate pot intra în centrul germinativ, unde apar diverse rearanjamente moleculare: hipermutări somatice, schimbarea izotipului imunoglobulinei și selecția variantelor cu afinitate ridicată Celulele B ale centrului germinal selectiv pentru antigen sunt progenitorii a două tipuri de celule: celulele B cu memorie cu afinitate mare și celulele plasmatice cu viață lungă, care sunt responsabile pentru rezistența umorală pe termen lung În plus față de moleculele enumerate ale complexului receptor și co-receptor, pe suprafața celulelor B sunt exprimate antigenele complexului major de compatibilitate tisulară clasa II (HLA-DR) Aceste molecule sunt implicate în prezentarea antigenelor, iar celulele B sunt celule prezentatoare de antigen Cu toate acestea, antigenele HLA-DR sunt prezente și pe celulele T și NK activate, ceea ce se explică prin discrepanța dintre numărul relativ de celule B CD CD + și celulele CD 'HLA-LR+ în unele patologii Evaluarea numărului relativ de celule B este una dintre caracteristicile diagnostice importante În bolile inflamatorii, există o scădere semnificativă a numărului de celule B Acest lucru este deosebit de pronunțat în pancreatita acută, parodontoza cronică și amigdalita, o complicație purulentă a traumei Efectul opus se observă în formele acute și cronice de hepatită B și C Dezvoltarea și cursul proceselor imunologice în populația de celule B este însoțită de procese cantitative și calitative Activarea celulelor B este însoțită de o modificare a expresiei antigenelor CD și CD Antigenul CDSO (B , BB ) este o proteină monocatenar foarte glicozilată; regiunea sa extracelulară constă din două domenii asemănătoare imunoglobulinei Această moleculă are o greutate moleculară de kDa și este ligandată de două molecule asemănătoare structurii exprimate pe limfocite T, și anume CD și CD (CTLA- ) La activarea in vitro a limfocitelor B, antigenul CD este exprimat după de ore de stimulare și atinge un nivel maxim în - de ore Acest antigen nu este exprimat pe majoritatea celulelor B din sângele periferic în repaus, dar este detectat pe anumite subpopulații de celule B activate Antigenul CD este de asemenea exprimat pe I TLV- STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE celule T transformate și monocite activate Contactul CD cu liganzii asigură conducerea semnalelor co-stimulatoare în timpul activării celulelor T Antigenul SE (B - , B ) este, de asemenea, o glicoproteină transmembranară cu catenă unică, similară ca structură cu CD Greutatea sa moleculară este de kDa Regiunea extracelulară constă din domenii asemănătoare imunoglobulinei: unul de tip V și unul de tip C, care conțin situsuri potențiale pentru N-glicozilare Capătul citoplasmatic al CD are situsuri pentru fosforilarea proteinei kinazei C CD interacționează cu aceiași co-receptori de pe celulele T ca și moleculele CD , CD și CD (CTLA- ) Cu toate acestea, interacțiunea CD cu CD este de - de ori mai mare afinitate decât cu CD Molecula CD este exprimată la densitate scăzută pe celulele dendritice din sângele periferic și la densitate foarte mare pe monocite Pe limfocite, CD apare ca un antigen de activare a celulelor B, este exprimat în principal de celulele B de memorie și celulele B ale centrului germinal, dar este complet absent pe celulele plasmatice Expresia sa poate fi crescută prin activarea prin imunoglobuline de suprafață, CD , molecule MHC (complex major de histocompatibilitate) clasa II sau prin acțiunea PMA (acetat de miristat de fabol) în prezența ionomicinei În LES, producția de autoanticorpi este dependentă de celulele T Interacțiunea corectă între celulele T și B necesită semnalizare prin molecule costimulatoare pe aceste celule S-a demonstrat că expresia CD pe celulele B CD + este scăzută și nu se corelează cu severitatea bolii, în timp ce numărul de celule B CD + care exprimă CD este crescut și se corelează cu severitatea bolii Pe de altă parte, producția de autoanticorpi de către celulele B în LES în prezența celulelor T activate poate fi suprimată de anticorpi împotriva CD , dar nu și împotriva CD Astfel, cea mai completă caracterizare a numărului relativ de celule B și a compoziției subpopulației acestora poate fi obținută cu următoarea combinație de anticorpi monoclonali: CD /CD /CD /CD (Fig - ) Utilizarea parametrilor morfologici (împrăștierea luminii cu unghi mic - FS, împrăștierea luminii la un unghi de ° - SS) pentru localizarea unui bazin de limfocite duce destul de des la rezultate incorecte Acest lucru este asociat, de regulă, cu liza incompletă a eritrocitelor, Orez - Histograme ale distribuției CD , CD și CD pe limfocitele din sângele periferic: a - selectarea zonei de analiză pentru celulele CO -pozitive; b - distribuția celulelor CD -pozitive Cadranul E - limfocite B- (CD +CD '); cadranul E - celule B ale memoriei (CD *CD +) STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE bazofile în zona limfocitelor etc Pentru a determina starea sistemului imunitar și anomaliile acestuia, localizarea limfocitelor pe baza expresiei antigenului panleucocitar CD pare a fi mai corectă Analiza citofluorimetrică multicoloră (mai mult de trei culori) și selecția în mai multe etape a unei zone de limfocite folosind CD exclud celulele cu o etiologie diferită (nu limfocitele) de la intrarea în rezultatul final al studiului Astfel, la imunofenotiparea limfocitelor B, este de preferat să se utilizeze CD pentru a selecta zona pentru analiza limfocitelor Deoarece molecula CD este un marker specific al celulelor B și nu se găsește pe alte populații de celule sanguine periferice, acest antigen este recomandat pentru cuantificarea populației totale de celule B O constrângere logică suplimentară asupra celulelor SP pozitive permite localizarea clară atât a celulelor B- (CD CD *) cât și a celulelor B de memorie (CD lCD +) Astfel, evaluarea și caracterizarea populației de celule B de limfocite nu este doar o sarcină importantă din punct de vedere al intereselor științifice, dar permite și practicianului să confirme sau să înlăture diagnosticul unui proces autoimun La rândul său, o evaluare calitativă a modificării numărului de celule B permite nu numai identificarea gradului de activitate a procesului de inflamație și adecvarea acestuia, ci și evaluarea activității celulelor B în sine în timpul răspunsului imun În același timp, abordările moderne fac posibilă evaluarea eficienței unui răspuns deja format prin prezența celulelor B de memorie Extinderea potențialului citometriei moderne în flux crește semnificativ probabilitatea și acuratețea evaluării tuturor acestor puncte semnificative din punct de vedere diagnostic Colorarea multicoloră și trecerea în mai multe etape permit analiza multi-parametrică a celulelor sanguine periferice cu precizie și fiabilitate ridicate într-o singură probă de sânge pentru pacient Această abordare facilitează foarte mult interpretarea rezultatelor analizei și face posibilă evaluarea funcționării legăturii celulelor B a sistemului imunitar al pacienților în diferite condiții patologice LIMFOCIȚELE T ȘI SUBPOPULAȚIILE LOR Multe microorganisme care trăiesc în interiorul celulelor organismului gazdă sunt inaccesibile pentru imunitatea umorală, de exemplu anticorpi În special, virușii se pot replica numai în interiorul celulelor folosind sistemul de replicare al celulelor gazdă Microorganismele intracelulare facultative, cum ar fi micobacteriile și leishmania, se pot multiplica atât în celule, în principal în macrofage, cât și în afara celulelor, dar modul de existență intracelular este mai de preferat pentru ele, deoarece oferă protecție împotriva sistemului imunitar Un mecanism special al imunității dobândite, și anume imunitatea celulară, acționează împotriva microorganismelor intracelulare din organism Este furnizat de o subpopulație separată de limfocite - celule T Spre deosebire de celulele B, acestea se diferențiază în timus, de unde și numele Limfocitele T sunt specializate în distrugerea celulelor gazdă care sunt infectate cu agenți infecțioși cu replicare intracelulară Limfocitele T joacă un rol important în eliminarea celulelor tumorale, în reacțiile grefă-versus-gazdă și gazdă-versus-grefă, hipersensibilitatea de tip întârziat și alte reacții ale corpului care vizează menținerea homeostaziei Evaluarea atât a numărului relativ cât și a numărului absolut de celule T și a subpopulațiilor lor majore este utilizată pe scară largă în practica de laborator La imunofenotiparea limfocitelor, aceste date sunt semnificative din punct de vedere diagnostic în diferite stări patologice, inclusiv imunodeficiențe primare și secundare Dinamica schimbărilor în componența subpopulației STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE limfocitele T în unele patologii sunt de mare valoare pentru monitorizarea eficacității terapiei, prognosticul evoluției bolii Markerii care caracterizează linia de limfocite T includ în primul rând receptorul de celule T (receptor de celule T - TcR) TcR, un receptor specific de suprafață pentru recunoașterea antigenului, este un heterodimer format din două lanțuri cu o greutate moleculară de - kDa, care nu sunt produse ale genelor imunoglobulinei Există două tipuri de TcR, fiecare dintre acestea fiind asociat cu diferite tipuri de limfocite T TcRl, constând din lanțuri y și , apare în stadiile incipiente ale ontogenezei TcR constă din lanțuri oc și p Fiecare lanț formează două domenii: unul dintre ele are o structură relativ neschimbată, omoloagă cu plierea caracteristică a lanțului de imunoglobuline, iar celălalt are o variabilitate structurală mai mare, deoarece structura sa seamănă cu domeniile variabile ale imunoglobulinei (fragment Fab) Aproximativ , - , % din limfocitele T sunt din varianta o-TcR și sunt denumite celule o-T Restul de , - , % din limfocite T poartă y-TcR pe suprafața lor și sunt desemnate ca celule T y celulele off-T sunt împărțite în două subpopulații diferite care nu se suprapun Celulele unuia dintre ele poartă markerul CD și contribuie în principal la implementarea răspunsului imun sau îl induc Această subpopulație se numește T-helpers Celulele T ale unei alte subpopulații poartă markerul CD și au activitate predominant citotoxică O proporție mică de celule o-T și majoritatea celulelor y -T care circulă în sângele periferic nu exprimă CD și CD Cu toate acestea, unele dintre ele nu exprimă molecule CD În schimb, majoritatea celulelor uT din țesuturi exprimă CD În plus față de molecula CD , celulele T y pot exprima CD , CD și CD pe suprafața lor La rândul său, activitatea citotoxică a celulelor -T poate fi stimulată prin CD (lanțul p al receptorului de interleukin- ) O caracteristică a celulelor y -T, spre deosebire de celulele sf-T, este că ele recunosc antigenele non-peptidice derivate din agenți patogeni microbieni, independent de complexul major de histocompatibilitate (MHC) Această subpopulație îndeplinește o serie de funcții importante, deoarece pot spori răspunsul imun prin producerea de cantități mari de interferon y (IFN-y), factor de necroză tumorală-a (TNF-a) și chemokine În plus, celulele T kill-T au activitate efectoră (citotoxică) Din punct de vedere evolutiv, celulele sf-T ocupă o poziție unică între celulele sf-T foarte specifice și sistemul imunitar înnăscut pentru a efectua apărarea organismului împotriva agenților patogeni Rolul esențial al celulelor ub-T în rezistența organismului împotriva unui număr de microorganisme a fost dovedit, astfel încât semnificația funcțională a celulelor ub-T a fost remarcată în rezistența la Mycobacterium, Boreltta, Francisella tularensis, Salmonella și viruși, inclusiv HIV În plus, celulele nT joacă un rol important în răspunsul antitumoral, iar o creștere semnificativă a acestor celule a fost descrisă la pacienții cu anumite tipuri de limfoame Celulele ub-T sunt, de asemenea, implicate în refacerea epiteliului și menținerea homeostaziei Pe de altă parte, celulele ub-T pot fi implicate în patogeneza unor afecțiuni imunopatologice, cum ar fi diabetul zaharat, tulburările autoimune, boala Behçet și astmul bronșic Conținutul de celule ub-T din sângele periferic poate varia, există diferențe de sex și vârstă Numărul lor crește de la naștere până la maturitate și apoi scade treptat La femei, numărul de celule ub-T este puțin mai mare, iar nivelul ridicat persistă mult mai mult decât la bărbați Ca răspuns la acțiunea unui antigen specific, celulele s-T au un debut rapid (după - zile), ridicat ( de ori) și pe termen lung (mai mult de luni) STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE capacitatea de proliferare În plus, în cursul unui răspuns imun, celulele y-T specifice antigenului pot reprezenta până la - % din totalul celulelor y-T circulante Astfel, detectarea unei subpopulații circulante crescute de celule UST sugerează o stimulare antigenică cronică recentă sau actuală, în special în zonele mucoase sau cutanate, ceea ce la rândul său îi determină pe practicieni să suspecteze o boală infecțioasă lent progresivă (Tabelul - ) Tabelul - Modificări ale numărului relativ de celule u -T în diferite boli Modificarea numărului relativ de celule uS-T Boala Niveluri relative crescute ale celulelor T ultrasonice Infecții virale HIV Citomegalovirus Virusul Epstein-Barr Infecții bacteriene Mycobacterium tuberculosis (tuberculoză pulmonară) Legionella pneumonie (legioneloză) Francisella tularensis (tularemie) Salmonella enteritidis (salmoneloză) Boala Borrelia burgdorferitopică (dermatitopică) copii ) Boala Crohn Boala Behçet Imunodeficiențe primare Scăderea nivelului relativ al celulelor uS-T Dermatita atopică (la adulți) Scăderea în funcție de vârstă a nivelului relativ al celulelor uS-T Pe suprafața celulei, atât receptorii care recunosc antigenul sf- și y Celulele T sunt situate direct lângă complexul polipeptidic, care are numele de grup CD Această proximitate și asociere cu CD este o condiție necesară pentru exprimarea întregului complex receptor pe suprafața celulei Antigenul CD este un complex de lanțuri polipeptidice invariante: y, , e, ț și tr, ale căror mase moleculare sunt - , , , și, respectiv, kDa Lanțul polipeptidic C este prezent în complexul COZ ca un homodimer legat printr-o punte disulfurică sau ca un heterodimer cu un lanț n Complexul CD , la rândul său, face parte dintr-un complex mult mai mare care include TcR Acest complex este exprimat de limfocitele T mature și timocite Activarea celulelor T poate fi cauzată din cauza interacțiunii TcR cu celulele prezentatoare de antigen care poartă un antigen străin procesat în combinație cu antigenele MHC de clasa I și II Lanțul CEZ^ este, de asemenea, exprimat de celulele NK și de majoritatea (mai mult de %) clonelor celulare derivate din limfocite granulare deciduale, care sunt SCZ-negative Faptele de mai sus mărturisesc în favoarea unei caracterizări mai complete a celulelor T ale pacientului; analiza ar trebui efectuată nu numai printr-un marker specific liniar precum CD , ci și prin prezența unor subpopulații de celule α] -T și - -celule T Determinarea acestora din urmă este importantă pentru o serie de boli, în primul rând, acestea includ infecția cu HIV, stările de imunodeficiență secundară și primară, însoțite de persistența pe termen lung a microorganismelor în corpul uman pe fundalul depresiei legăturii celulelor T a sistemului imunitar Determinarea celulelor sT devine deosebit de importantă atunci când se evaluează numărul total de celule T în cazurile în care doza de medicamente depinde de numărul acestora, de exemplu, numirea terapiei antiretrovirale pentru pacienții infectați cu HIV Cuantificarea celulelor T este cea mai căutată CERCETARE DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE studiu pentru controlul imunologic al stărilor de imunodeficiență dobândită, monitorizarea pacienților după transplant de măduvă și eficacitatea terapiei imunosupresoare Protocoalele standard de imunofenotipizare cu culori permit identificarea subpopulațiilor de limfocite T într-o singură probă Această analiză oferă cercetătorului mult mai multe informații, dar până de curând era în afara atenției clinicienilor Când se utilizează combinația de anticorpi monoclonali CD /CD /CD /CD în analiza convențională a celulelor T periferice, se observă adesea o distribuție bimodală a expresiei CD , ceea ce sugerează prezența a două subseturi de celule T În plus față de moleculele CD , receptorul de celule T specific antigenului este un alt marker de celule pan-T care ar trebui utilizat în analiza datelor de la pacienții cu tulburări imunologice După cum s-a descris mai sus, există două tipuri diferite de TcR: s-TcR și s-TcR, care diferă prin ontogeneză și proprietăți funcționale În practica medicală, de regulă, atenția clinicienilor se concentrează în primul rând asupra celulelor sf-T, care alcătuiesc majoritatea limfocitelor T Restul de aproximativ % sunt celule y -T de regulă, acestea ies din atenția clinicienilor, sunt considerate exclusiv în studiul imunității membranelor mucoase și a timusului Cu toate acestea, celulele β-T joacă un rol semnificativ în protejarea organismului de diferite tipuri de infecții; cunoașterea compoziției lor cantitative ar trebui să fie o parte integrantă a analizei stării imune a pacienților Combinația de anticorpi monoclonali CD /CD /CD /CD oferă nu numai informații de bază despre prezența celulelor T și principalele subpopulații ale acestora, dar vă permite, de asemenea, să acordați atenție eterogenității distribuției moleculei cbs, dacă există În acest caz, este necesar să se verifice suma de control a celulelor CD -pozitive (CD ++CD + ar trebui să fie egal cu numărul total de CD +) Dacă suma de control nu se potrivește cu numărul total de limfocite CD +, subpopulația de celule T ar trebui verificată pentru prezența sf-TcR și y -TcR Acest pas este necesar deoarece majoritatea celulelor T y care circulă în sângele periferic sunt de două ori negative Cealaltă caracteristică a lor este că au o densitate de expresie mai mare a moleculei CD pe suprafața lor CD brighr (Fig - ) Toate aceste caracteristici sunt caracteristice celulelor y -T Pentru a detecta limfocitele y - și sf-T, de regulă, se utilizează o combinație de anticorpi monoclonali ap-TcR/y -TcR/CD /CD (Fig - ) Orez - Histograme cu un parametru ale distribuției limfocitelor T în funcție de densitatea CD pe suprafața lor: a - distribuția celulelor T COZ pozitive la un donator sănătos; b - distribuția celulelor T POP pozitive la un pacient cu virus Epstein-Barr STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE CD -FITC A CD -FITC b Orez - Exemple de histograme deuhparametrice ale distribuției limfocitelor T, obținute ca rezultat al analizei multicolore a limfocitelor din sângele periferic al unui pacient cu un purtător cronic al virusului Epstein-Barr Astfel, pentru cea mai completă caracterizare fenotipică a limfocitelor T și prescrierea corectă a medicamentelor chimioterapeutice care vizează restabilirea funcționării normale a sistemelor de apărare ale organismului, este necesar să se analizeze nu numai markerul specific liniei celulelor T CD , ci și de asemenea, pentru a determina compoziția subpopulației celulelor T prin receptorul de expresie a celulelor T, și anume sf-TcR În aceste scopuri ar trebui să se utilizeze analiza multicoloră și următoarele combinații de anticorpi monoclonali: CD /CD /CD /CD și a₽- TcR/y§-TcR/CD /CD În plus față de populațiile de celule T descrise mai sus, atât celulele T naive, cât și celulele T de memorie, care diferă prin caracteristici funcționale și fenotipice, pot fi localizate în sângele uman Ciclul de viață al celulelor T din organism este împărțit în două faze: o etapă de diferențiere a celulelor T independentă de un antigen străin și o etapă asociată cu prezența unui antigen străin Primul se termină cu apariția limfocitelor T naive mature în fluxul sanguin, fiecare dintre acestea fiind capabil să răspundă doar la propriul antigen Celulele T stimulate de antigen în timpul răspunsului primar suferă o diferențiere suplimentară Toate celulele T de memorie rezultă din diferențierea progenitorilor naivi activați de antigen în timpul dezvoltării normale a răspunsului imun primar in vivo Exprimarea pe suprafața celulei a diferitelor izoforme ale moleculei CD face posibilă divizarea limfocitelor T CD ~ umane în celule T naive și celule T de memorie Este obișnuit să se clasifice subpopulația CD +CD RA'CD R + de limfocite T ca celule T cu memorie și, în consecință, CD 'CD RACD R ca celule T naive Această distincție se bazează exclusiv pe capacitatea celulelor T CD CD RACD R *, și nu a limfocitelor T naive, de a răspunde extensiv la reexpunerea la antigen in vitro La rândul său, răspunsul rapid și îmbunătățit al celulelor T de memorie la un antigen specific este cea mai importantă diferență funcțională a acestora față de predecesorii naivi Limfocitele T CD + cu memorie de repaus diferă de asemenea de progenitorii naivi în sistemul de semnalizare intracelulară care duce la rezistența la ionoforii Ca Populația de celule T CD umane sensibile la acțiunea ionoforilor Ca + constituie cea mai mare parte a limfocitelor T CD +CD RA "CD R " naive în repaus La rândul lor, majoritatea STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE Celulele T CD rezistente la ionofori sunt limfocite T CD +CD RA CD R + cu memorie în repaus Principala dificultate metodologică în studierea procesului de diferențiere a limfocitelor T CD + din sângele periferic se datorează faptului că celulele activate constituie doar o mică parte De regulă, în sângele donatorilor sănătoși, proporția celulelor T CD ' activate este mai mică de % din numărul total de limfocite T CD ' Un semn fenotipic neechivoc de diferențiere a limfocitelor T CD +CD RA+CD R ~ umane naive în repaus în celule T cu memorie în repaus este considerat a fi apariția moleculelor CD R pe suprafața celulei în locul izoformei CD RA Această caracteristică face posibilă identificarea a trei subpopulații de limfocite T CD + umane: celule T CD RA CD R naive în repaus, celule T cu memorie CD RA'CD R ~ în repaus și celule T CD RA+CD R + activate Limfocitele T CD +CD RA CD R ' mature nu există în sângele periferic uman Toate limfocitele T CD 'CD RA CD R + activate apar în procesul de stimulare a celulelor naive cu antigen ip vivo Determinarea numărului relativ de limfocite CD *CD RA'CD R și CD CD RA'CD R este utilă în scopuri de diagnostic Odată cu dezvoltarea unei infecții sau în timpul intervenției chirurgicale, apare o acumulare a proporției de celule CD CD RA' CD R + și o scădere a CD 'CD RA CD R ' Pentru a identifica mai precis aceste subpopulații de celule T, se utilizează de obicei analiza multicoloră și o combinație de anticorpi monoclonali CD /CD RA/CD R /CD (Figura - ) Apariția moleculelor CD este considerată principalul semn fenotipic al stadiului cel mai timpuriu (primele ore) de activare a limfocitelor T CD + naive De regulă, prezența a mai mult de - % din celulele T CD +CD + nu poate fi detectată în sângele donatorilor sănătoși Exprimarea moleculelor CD pe suprafața limfocitelor T CD ~ este de obicei considerată ca un semn specific al etapei dependente de antigen de proliferare intensivă a celulelor T activate Absența celulelor T CD +CD 'CD + mature în sângele donatorilor sănătoși face posibilă distingerea corectă a acestei etape de activare a celulelor T de cea anterioară Populația de limfocite T CD 'CD " umane este eterogenă în ceea ce privește proprietățile funcționale și caracteristicile fenotipice Include populații de celule T CD rCD RA+CD R CD l'-w în proliferare și CD +CD R 'CD h de reglare (T-reg), Limfocitele gh T Fiind supresoare, ele joacă un rol principal în multe procese imunologice (cum ar fi bolile autoimune, imunitatea la transplant, răspunsul antitumoral și imunohomeostazia): reglează homeostazia celulelor T, previn bolile autoimune, alergiile, hipersensibilitatea, grefa-versus- reacțiile gazdei Cu toate acestea, celulele T reglatoare reduc imunitatea antitumorală și imunitatea la infecții Celulele T-reg au fenotipul CD +CD +CD hlshCD R +CD +, dar cel mai important marker al lor este FOXP , care codifică un factor de transcripție și este principala genă reglatoare pentru dezvoltarea și funcționarea celulelor T reglatoare CD +CD hish În prezent, cel mai precis marker pentru identificarea celulelor T-reg este factorul de transcripție FOXP Cu toate acestea, identificarea acestui marker necesită permeabilizarea celulelor, ceea ce face dificilă identificarea celulelor T-reg Expresia CD pe celulele T-reg este redusă sau absentă Experimentele in vitro au arătat că expresia CD scade brusc după activarea celulelor T CD este lanțul α al receptorului heterodimeric IL- , care constă din CD și un lanț Y comun care este prezent pe alți receptori de citokine (IL- R, IL- R, IL- R, IL- R și IL- R) CD este exprimat pe STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNICĂ ioch LA , % :ÎN : , % °- ' CD R -CCD ]vz - > A KV' ' QP ІВ В ; , % , % vz ; , % -gthitgg^g "G Shi ° ' CDWRO^CO b Orez - Distribuția limfocitelor unei persoane sănătoase condiționat (a și c) și a unui pacient în perioada postoperatorie (b și d) Pe histogramele c și d, analiza limfocitelor a fost efectuată numai cu CD Pe histogramele a și b, celulele au fost analizate folosind multi-stage gated pentru CD și CD timocite, progenitori T și B, celule T mature, monocite și alte celule limfoide și mieloide S-a demonstrat că IL- R joacă un rol important în proliferarea și diferențierea celulelor T mature Astfel, fenotipul final al celulelor T-reg va arăta astfel: CD 'CD ;CD ,nfi, ,CD ;li" ^"^POXP -, dar fenotipul T-reg poate fi folosit pentru a le determina fără detectarea FOXP Pentru o localizare mai precisă a celulelor T-reg, este de preferat să se utilizeze analiza multicoloră și trecerea în mai multe etape folosind un set de anticorpi monoclonali CD /CD /CD /CD CELULELE NK și subpopulațiile acestora Una dintre cele mai importante populații de celule imunocompetente sunt celulele NK Printre limfocitele granulare mari (Large Granulat Lymphocytes - LGL), se distinge o populație separată de celule, numită natural killer sau celule NK (NaturalKiller) Datorită activității lor citolitice împotriva celulelor țintă și a capacității de a produce citokine, celulele NK sunt o componentă importantă a sistemului imunitar înnăscut Ele au fost descrise inițial pe baza capacității lor funcționale de a ucide celulele anumitor tumori de origine hematopoietică fără stimulare prealabilă Astfel, una dintre funcțiile principale ale acestei subpopulații de celule imunocompetente este de a proteja organismul de unul modificat CERCETARE DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE Celulele NK sunt purtătoare a două funcții principale: prima este liza tumorilor și celulelor infectate cu virusuri, a doua este reglarea răspunsurilor imune înnăscute și adaptative prin secreția de chemokine (CCL , CCL , CCL și XCL ) și citokine ( GM-CSF, TNF-a și IFN-y) Capacitatea celulelor NK de a interacționa și de a elimina celulele tumorale este posibilă datorită mai multor receptori specializați care recunosc moleculele MHC clasa I Acești receptori se formează pe celulele NK la asocierea moleculelor CD cu moleculele din familia NKG (CD ) La rândul lor, celulele NK sunt subpopulația de limfocite cele mai sensibile la stresul fiziologic și psihologic S-a dovedit un efect pronunțat al activității fizice ridicate asupra celulelor NK Activitatea lor citolitică crește odată cu creșterea activității fizice și scade după terminarea acesteia timp de câteva ore Acest lucru se reflectă în principal în distribuția celulelor NK cu modificări minore în activitatea lor citotoxică În sângele periferic, celulele NK reprezintă - % din limfocitele circulante În tabel Figurile - prezintă exemple despre modul în care modificările activității și numărului celulelor NK se corelează cu semnele clinice sau cu riscul crescut de boală la om Numărul relativ de celule NK și activitatea lor se modifică semnificativ nu numai în timpul proceselor tumorale și infecției virale, ci și în timpul inflamației purulente, disfuncției sistemului nervos central, bolilor autoimune etc Este probabil ca, ca urmare a utilizării unor metode mai subtile și mai precise, cum ar fi citometria în flux și analiza multiparametrică, să fie detectate și alte modificări ale subpopulațiilor acestor celule în diferite patologii Tabelul - , Exemple de anomalii ale activității și numărului celulelor NK asociate cu semne clinice sau cu risc crescut de boală la oameni Modificări ale numărului și activității celulelor NK Afecțiuni patologice Simptome și riscuri asociate Activitate și număr scăzut persistent de celule NK Imunodeficiență dobândită sau congenitală, inclusiv SIDA Sindromul Chediak-Higashi Deficiența moleculelor CD /CD din familia de adeziune celulară Boli oncologice: boli oncologice asociate eredității; leucemie; sindrom limfoproliferativ legat de X; cancer de sân: cancer de gât și cap (înainte de terapie); terapia citostatică Infecție virală (citomegalovirus, virus Epstein-Barr, virus herpes) Alte infecții virale și bacteriene Boală autoimună Tulburări psihice: sindromul deficitului de celule NK; sindromul oboselii cronice; depresie; stres cronic Risc ridicat de boli oncologice și boli infecțioase destul de frecvente Risc crescut de a dezvolta limfoame Susceptibilitate crescută la infecții virale răspândirea metastazelor Probabilitatea apariției unei tumori maligne este mai mare decât în mod normal precede o recidivă Hipersensibilitate la virusul Epstein-Barr Prognostic nefavorabil Prognostic nefavorabil Șanse mai mari de recidivă Frecvența, severitatea și durata mai mare a bolii Frecvența, severitatea și durata mai mare a bolii Poate exista o evoluție mai activă a bolii, o frecvență crescută a infecțiilor Oboseală, sensibilitate redusă, febră Oboseală crescută, letargie, boli virale frecvente Simptome mai grave Incapacitatea de a face față problemelor zilnice, oboseală STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNICĂ Sfârșitul mesei - Modificări ale numărului și activității celulelor NK Afecțiuni patologice Simptome și riscuri asociate Activitate constant ridicată și număr de celule NK Proliferarea celulelor NK: proliferarea cronică a limfocitelor granulare mari (proliferarea LGL); proliferarea acută a limfocitelor granulare mari (proliferare LGL), hepatită LGL-limfocitoză, citopenie, splenomegalie Apare concomitent cu leucemie/limfom activ Nu există date Pentru a localiza celulele NK printre alte limfocite, sunt utilizați anticorpi monoclonali care recunosc diferiți markeri exprimați pe suprafața lor Cu toate acestea, multe molecule de suprafață ale celulelor NK sunt prezente și pe alte subpopulații de limfocite, ceea ce își impune propriile caracteristici asupra identificării acestor celule Pentru a le identifica printre alte leucocite, este utilizată o combinație unică de mai mulți markeri, cum ar fi CD și CD În același timp, celulele NK nu exprimă astfel de markeri liniari precum CD , CD și Ig de suprafață, iar acest lucru este, de asemenea, utilizat în localizarea lor Unul dintre principalii markeri utilizați pentru detectarea celulelor NK este molecula CD Antigenul CD este un receptor cu afinitate scăzută pentru IgG (FcyRIII) Acest antigen există în două forme diferite codificate de două gene diferite: FcyRIIIA (sau PI- ) și FcyRIIIB (sau III- ) Eterogenitatea genetică a CD conduce la căi alternative pentru asocierea moleculelor cu membrana celulară Prima formă transmembranară (FcyRIIIA, - kDa) este exprimată pe celulele NK monocite și macrofage O altă formă (FcyRIIIB kDa), asociată cu membrana datorită glicozilfosfatidilinozitolului (GPI), este exprimată numai pe neutrofile Antigenul CD de pe membrana celulelor NK poate fi legat necovalent la homo- sau heterodimeri constând din lanțul C -N și lanțul FcrRIy, care, la rândul lor, sunt legați prin punți disulfurice Un alt antigen este molecula CD Acest antigen este o izoformă a N-CAM (neural CEP Adhesion Molecule) cu o greutate moleculară de kDa Modificările post-translaționale ale polipeptidei N-CAM includ N- și O-glicozilarea acilare, sulfatare și fosforilare Diverse izoforme ale N-CAM au greutăți moleculare cuprinse între - kDa Antigenul SP este exprimat moderat pe subpopulații de celule sanguine periferice, cum ar fi limfocitele granulare mari și toate celulele cu activitate NK Molecula CD este, de asemenea, exprimată prin subpopulații separate de limfocite T Celulele NK mature circulante au fenotipul CD CD +CD ~CD dim și diferă de celulele T prin absența receptorului de celule T și a CD Diferența față de celulele B este că celulele NK nu exprimă niciodată Ig de membrană, dar prin exprimarea FcyRIII pot fi pozitive atunci când sunt colorate cu anticorpi Markerii de suprafață exprimați de celulele NK activate includ un număr de molecule cum ar fi CD , alte tipuri de receptori Fc, integrine pi (CD ) și JB (CD ), diverși antigeni de activare incluzând HLA-DR, CD și CD În funcție de gradul de activare a celulelor NK, receptorii de suprafață își pot modifica expresia prin creștere sau scădere Populația de celule NK are suficientă eterogenitate în compoziție Există mai multe subtipuri ale acestor celule, și anume celule npe-NK, mature STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE Celule NK și celule NK activate care au o expresie diferită a markerilor de suprafață celulară Dintre populația de celule NK circulante se disting două subpopulații principale: prima exprimă CD și un nivel scăzut de CD (CD * CD dlin), a doua exprimă CD , dar CD este prezentat în densitate scăzută sau complet absent pe acestea (CD '(Mlow>CD bliBh') Această din urmă subpopulație reprezintă aproximativ - % din numărul total de celule NK Ele secretă interferon γ și alte citokine, au o activitate citolitică mai mică La rândul său, subpopulația COIB ^ CObb (tm) reprezintă aproximativ - % din celulele NK din sângele periferic, ele secretă slab citokine, dar au activitate citolitică ridicată Celulele NK exprimă numeroși markeri pe suprafața lor: CD , CD , CD , CD , CD CD , CD , CD , etc Cu toate acestea, analiza cu doi parametri a exprimării CD și/sau CD pe celulele CD -negative este cea mai utilizată pentru a localiza și caracteriza celulele NK Această combinație de anticorpi monoclonali permite localizarea populației totale de celule NK și caracterizarea cantitativă a acesteia, dar nu și subtipurile de celule Destul de des, celulele NK se exprimă pe suprafața lanțului a CD , dar la o densitate mai mică decât celulele T citotoxice Subpopulațiile de celule NK umane care exprimă homodimerul o/a CD s-au dovedit a fi mai citotoxice decât celulele NK CD ' Conectarea lanțurilor a CD într-un homodimer induce o creștere rapidă a ionilor de Ca t intracelulari și o creștere a expresiei CD inițiată de aceasta Deși secreția de enzime citolitice inițiază apoptoza celulelor NK, influxul de ioni de Ca + exogeni protejează celulele NK CDScx* de aceasta Această protecție împotriva apoptozei poate fi îndepărtată prin preincubarea celulelor NK cu anticorpi anti-MHC clasa I Astfel, acest mecanism permite celulelor NK CD a+ să rămână viabile și să participe la liza celulelor țintă Se acordă multă atenție expresiei CD pe suprafața celulelor NK Molecula CD este o glicoproteină membranară, care este o enzimă care reglează concentrația de calciu citoplasmatic În plus, această enzimă are o serie de alte activități: adenozin difosfat ribozil ciclază, adenozin difosfat ribozil hidrolază ciclică și NAD glicohidrolază Această moleculă acționează și ca un receptor, modulând interacțiunile intercelulare și este un purtător de semnale transmembranare Molecula CD este exprimată pe celulele -, B-, N-K activate și alte tipuri de celule Efectul citotoxic cauzat de celulele NK asupra celulelor țintă este însoțit de un contact strâns între ele, iar acest contact precede eliberarea granulelor citotoxice Astfel, moleculele de adeziune celulară joacă rolul principal în stabilirea acestui contact Aceste molecule sunt, de asemenea, implicate în sistemul de semnalizare care duce la eliberarea de granule citotoxice Moleculele LFA- pe limfocite și ICAM- pe celulele țintă sunt baza pentru interacțiunile intercelulare ale limfocitelor citotoxice și implementarea funcțiilor acestora LFA- este un receptor heterodimeric format ca rezultat al asocierii lanțului de o^-ingegrină (CDlla) cu lanțul de p -integrină CD Anticorpii care interacționează cu moleculele LFA- blochează citotoxicitatea cauzată de celulele NK Pacienții cu boală de deficit de aderență a leucocitelor au deficit atât în activitatea celulelor LFA- , cât și a celulelor NK Această anomalie este un defect determinat genetic în CD Pentru a identifica celulele NK care au activitate citotoxică și sunt capabile să o implementeze, este necesară localizarea celulelor NK care exprimă molecule CDlla și este necesar să se evalueze nu numai prezența CDlla pe celulele NK, ci și densitatea de expresie a acestor molecule STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE Astfel, pentru cea mai completă caracterizare a celulelor NK, este necesar să se determine următorii markeri de suprafață pe celulele SEZ-negative: CD , CD , CD , CD și LFA- În același timp, CD , CD și LFA- fac posibilă evaluarea activității citotoxice a celulelor NK ale pacientului și, ca urmare, reprezintă mai corect imaginea care apare în acest stadiu al dezvoltării răspunsului imun În aceste scopuri, se recomandă utilizarea următoarelor combinații de anticorpi monoclonali: CD /CD /CD /CD , CD /CD /CD /CD și CD /CD la/CD /CD Utilizarea colorării în două culori a limfocitelor folosind o combinație de anticorpi CD , CD +CD face posibilă localizarea celulelor NK și evaluarea numărului lor absolut și relativ Cu toate acestea, în acest caz, nu este posibil să se determine subtipurile acestora O altă opțiune pentru colorarea limfocitelor pentru a detecta celulele NK este utilizarea unei combinații de anticorpi CD și CD Dar în acest caz, rezultatul este oarecum supraestimat, deoarece celulele T au o contribuție suplimentară, deoarece pot exprima CD și CD pe suprafața lor Acest lucru este deosebit de pronunțat în diferite boli, când numărul de celule T care exprimă aceste structuri crește brusc Sarcina de separare a acestor tipuri de celule poate fi rezolvată prin utilizarea analizei multicolore și a unei combinații de anticorpi monoclonali CD /CD /CD /CD CD este utilizat pentru a localiza întreaga populație de limfocite, ceea ce este mai corect decât determinat de parametrii morfologici FS și SS La rândul său, CD face posibilă excluderea celulelor T din analiză Celulele CD +CD ' NK au o activitate citolitică ridicată, astfel încât cunoștințele despre prezența acestei subpopulații, numărul său relativ și absolut are o mare valoare diagnostică Pentru localizarea celulelor CD +CD + NK, este posibil să se utilizeze analiza cu doi parametri, dar este mai corect să se utilizeze analiza în trei și patru culori (CD /CD /CD și CD /CD /CD /CD ) În cazul utilizării unei combinații de CD /CD /CD , parametrii morfologici sunt utilizați pentru izolarea limfocitelor, cu toate acestea, există posibilitatea de a exclude din analiză unele dintre limfocitele granulare mari, care pur și simplu nu pot cădea în zona selectată în timpul poarta Utilizarea CD pentru a localiza întreaga populație de limfocite este mai corectă Combinația de anticorpi monoclonali CD /CD /CD /CD și porțiune pozitivă și negativă în mai multe etape permite izolarea clară a celulelor NK activate Analiza ulterioară este efectuată pe histograme separate folosind restricții logice asupra zonelor pozitive și negative pentru celulele CD Pe histograma obținută utilizând CD + gated, găsiți celule T citotoxice activate cu fenotipul CD brishtCD ' O procedură similară, dar cu închidere peste zona celulelor COP-negative, face posibilă detectarea celulelor NK activate cu fenotipul CD ( :n,CD ') Această afirmație este corectă, deoarece CD este exprimat nu numai pe T celule, dar si pe o parte a populatiei BCV -celule negative si anume celule NK Astfel, folosind combinații de anticorpi monoclonali, este posibil să se detecteze celulele T citotoxice activate și celulele NK activate în aceeași probă În ultimii ani, necesitatea tastării celulelor NK pentru a identifica numărul total și conținutul subpopulațiilor lor individuale a devenit foarte evidentă Celulele NK și funcția lor citotoxică joacă un rol principal în procesele induse de tumori și virusuri CERCETARE DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE Funcția de reglare a subpopulațiilor individuale de celule NK ridică problema semnificației lor clinice și patogenetice Datele privind prezența receptorilor de activare în celulele NK fac posibilă evaluarea activității lor funcționale într-un mod nou, fără a efectua experimente laborioase și foarte costisitoare privind uciderea scamelor celulelor țintă A devenit posibilă evaluarea gradului de efect al terapiei medicamentoase asupra celulelor NK propriu-zise, atât în condiții normale, cât și patologice, atât in vivo precum si in vitro Acest lucru face posibilă extinderea semnificativă a posibilităților farmacologiei clinice în căutarea agenților care afectează direct acest grup de celule (chimioterapie tumorală, terapie antivirală etc ) Studiul subpopulațiilor de celule NK și activitatea lor funcțională poate influența înțelegerea naturii proceselor patologice Acest lucru este foarte important atât pentru patologiile cunoscute, în care semnificația celulelor NK a fost deja determinată, cât și pentru alte procese în care semnificația mecanismelor imunității înnăscute nu este bine înțeleasă Ca urmare, noi date pot contribui la o imunoterapie mai corectă a diferitelor stări patologice, ținând cont de efectul acesteia asupra acestor celule Utilizarea capacităților citometriei în flux moderne vă permite să obțineți date mai precise despre modificările care apar în organism într-un timp scurt La rândul său, utilizarea a , sau mai multe etichete fluorescente face posibilă interpretarea mai corectă a rezultatelor clinice și de laborator ale examinării pacienților cu diferite patologii, care se bazează pe mecanismele tulburărilor în numărul și activitatea celulelor NK Fenotiparea limfocitelor din sângele periferic Pentru a evalua parametrii imunogramei, a fost dezvoltat un panou multicolor de anticorpi monoclonali (Tabelele - ) Tabelul - Panel de anticorpi monoclonali pentru analiza populațiilor majore și minore de limfocite din sângele periferic Fluorocromi FITC PE ECD PC Anticorpi monoclonali CD CD CD CD CD CD CD CD CD CD CD CD CD CD POPs CD CD RACD CD R CD CD CD CD CD ub-Tsj Sf-TCR CD CD CD CD HLA-DR CD Analiza limfocitelor B-l-, B- - și a celulelor B de memorie din sângele periferic uman folosind această combinație de anticorpi monoclonali a făcut posibilă determinarea intervalelor de distribuție a numărului relativ și absolut al acestor subpopulații la donatori aparent sănătoși, rezultatele sunt prezentate în tabel - Utilizarea unei constrângeri logice suplimentare asupra celulelor CD + a făcut posibilă obținerea de informații suplimentare despre intervalele de distribuție a celulelor B- -, B- și a celulelor B de memorie în cadrul populației de limfocite B ale donatorilor aparent sănătoși ( Tabelele - ) Pentru cea mai completă caracterizare fenotipică a limfocitelor T, am analizat nu numai markerul specific liniei al celulelor T CD , dar am determinat și compoziția subpopulației celulelor T prin expresia celulelor T STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNICĂ receptor, și anume ub- și of-TcR (vezi Tabelele - ) În cazul analizei celulelor s-T și limfocitelor s-T, utilizarea unei constrângeri logice suplimentare asupra celulelor SVZ+ a furnizat informații suplimentare despre intervalele de distribuție a acestor celule în populația principală de celule T (vezi Tabelele - ) Numărul de limfocite T naive a fost analizat utilizând o combinație de anticorpi monoclonali CD /CD RA/CD R /CD Utilizarea analizei multicolore și a unei combinații de anticorpi monoclonali CD /CD /CD /CD a făcut posibilă localizarea nu numai a populațiilor de celule NK- și T-NK, ci și a subpopulațiilor mici individuale de celule NK cu fenotipul CD * (u lligh) CD dim și CD '( or,ow)CD brisht Rezultatele analizei celulelor NK totale, subpopulațiilor mici de celule NK și celulelor T-NK ale donatorilor adulți, aparent sănătoși, sunt prezentate în tabel - și - Tabelul -B Intervalele de distribuție ale populațiilor de limfocite în funcție de fenotipurile acestora de donatori practic sănătoși Subpopulații Conținut relativă, % cantitate absolută, хІО'/l Celule B (CD -CD +HLA DR CD ") - , - , Celule B- (CD 'CO *CO CO +) , - , , - , Celule B- (CD +CD -CD -CD ") , - , , - , Celule B de memorie (CD tCD CD ,C D +) , - , , - , Celule NK (CD -CD +CD +CD +) - , - , Celule NK, citolitice (CO CD '(Qrhieh)CD d'r'CD ') , - , , - , Celule NK producătoare de citokină (CD ~CD CD br'sMCD ') , - , , - , celule T (CD +CD -CD *) - , - , Ajutoare T (CD *CD +CD "CD *) - , - , T-citotoxic (C D +CD +C ' *) - , - , T-helper activat / memorie (CD + CD R -CD RA "CD +) - , - , T-helpers naivi (CD +CD RA*C R 'CD +) - , - , celule sf-T (CD ap'TcR cR-CD ') , - , , - , celule T ucide (COZ*ub'TcP*sf TcFTCD ') , - , , - , Celule T-NK (CD CD 'CD +CD +) , - , , - , celule T active (CD *HLA'DR*CD *CD +) , - , , - , Celule T reglatoare (CD *CD brlEtltCD l,eyCD *) , - , , - , Indicele raportului (T-helpers-I-citotoxic) , - , Tabelul - Intervale de distribuție pentru conținutul subpopulațiilor mici de limfocite din sângele periferic al donatorilor adulți, practic sănătoși, în raport cu principalele populații de limfocite Subpopulații Conținut de celule, % Celulele B- Relativ la totalul , - , Celule B- Celule B , - , Celulele B de memorie , - , kill-T cells Relativ la totalul , - , celule sf-T celule T , - , O imagine mărită a lunexului detectată prin aglutinare sau eterogenitate (instrument -lupă-) Orez - Schema ferestrei principale de lucru a programelor sistemului de scanare Expert-Lab Orez - Godeuri cu seruri testate pozitiv (A ) și negativ (A ): a - înainte de procesarea programului; b - după contrastare; c - reprezentarea vizuală a rezultatelor prelucrărilor matematice, reflectând numărul de conglomerate Analit determinat Anticorpi la Tr pallidum Anticorpi împotriva HCV Rezultatul reacției de aglutinare a particulelor de gelatină Anticorpi anti-HTLV Figura - Imagini cu rezultate pozitive (+), negative (-) și discutabile (+,'-) anti-Tr pallidum, HCV și HTLV în testul de aglutinare a particulelor de gelatină de la Serodia Grupul Tsoliklony Grupul Tsoliklony anti-A anti-B anti-A anti-B SShg " T STYZh z GT? J O(I) • B(III) (a) C - A (II) C 'li'n Celule NK citolitice Relativ la totalul , - , COIBb-'ohio^cCBb' * celule NK celule NK producătoare de citokine , - , Tabelul - Compararea intervalelor de distribuție a principalelor subpopulații de limfocite din sângele periferic al persoanelor adulte sănătoase obținute de autori cu datele din literatură Subpopulații de Zidovec Lepej S și colab ( ) n= Pope V et al ( ) P= Comans-Bitter WJVl şi colab ( ) n= Totolyan AA şi colab ( ) Khaidukov S V Zurochka AV Totolyan AA (P= ) Limfocite T (CD +) , ( , - , ) , ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) Ajutor T (CD * CD *) , ( , - , ) , ( - ) ( - ) , ( - ) ( - ) T-citotoxic (CD +, CD +) , ( , - , ) , ( - ) ( - ) , ( - ) ( - ) T-activat (CD \ HLA-DFT) , ( , - , ) Fără date ( - ) Fără date ( , - ) Limfocite B (CD *) , ( , - , ) , ( - ) ( - ) , ( - ) ( - ) Celule NK (CD -, CD \CD *) , ( , - , ) , ( - ) ( - ) , ( - ) ( - ) Sursele de literatură mărturisesc apropierea intervalelor de referință de distribuție a principalelor subpopulații de celule ale sistemului imunitar ale persoanelor practic sănătoase din diferite locuri de reședință (Tabelele - ) Cu toate acestea, întrebarea normelor legate de caracteristicile regionale ale regiunilor individuale și ale grupurilor etnice ale populației Federației Ruse rămâne deschisă Dezvoltarea citometriei în flux în Rusia a condus la utilizarea pe scară largă a evaluării principalelor subpopulații de leucocite și a markerilor lor de activare în practica clinică, nu numai pentru a detecta defectele cantitative ale acestor celule, ci și în scopuri de diagnostic (diagnosticarea proceselor autoimune) , condiții septice etc ) Având în vedere necesitatea urgentă de a forma intervale de referință ale indicatorilor normativi ai diferitelor subpopulații celulare, s-a încercat reglementarea indicatorilor normativi ai populațiilor și subpopulațiilor de limfocite prin fenotipul lor Combinația optimă selectată de anticorpi monoclonali și utilizarea analizei citometrice multicolore cu porțiune în mai multe etape poate servi ca bază pentru cercetători și imunologi în interpretarea rezultatelor la pacienții cu o anumită imunopatologie Citometrie în flux pentru studiul caracteristicilor funcționale ale celulelor sistemului imunitar Celulele sistemului imunitar au anumite funcții pe care le îndeplinesc ca răspuns la stimuli externi Prezența sau absența unui astfel de răspuns poate spune multe unui specialist, de exemplu, neutrofilele ca efectori joacă un rol important într-un răspuns imun nespecific pentru a asigura rezistența organismului, induce și regla activitatea diferitelor STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE celulele sistemului imunitar Încălcarea activității fagocitare ca una dintre principalele caracteristici funcționale ale neutrofilelor este un indicator al scăderii rezistenței organismului la bolile infecțioase Cele mai frecvent utilizate aplicații ale metodei citometriei în flux pentru acest tip de cercetare sunt măsurarea activității fagocitare și bactericide a neutrofilelor, monitorizarea stării septice a pacienților, măsurarea numărului de celule în diferite stadii ale morții celulare programate, precum și determinarea activitatea proliferativă a celulelor Determinarea activității fagocitare a neutrofilelor și monocitelor Modificări ale activității fagocitare a neutrofilelor pot rezulta dintr-o varietate de tulburări clinice Sunt cunoscute defecte congenitale, cum ar fi disfuncția actinei și deficiența receptorului complementului C b Ca urmare a reducerii fagocitozei neutrofile, aceste defecte pot duce la o susceptibilitate crescută la infecții Defecte dobândite asociate cu modificări ale activității fagocitare se găsesc în traumatisme, diabet, insuficiență renală și infecții Astfel, s-a constatat o scădere a activității fagocitare la pacienții cu infecții bacteriene curente ale pielii și sinusurilor pulmonare, cu infecție a plăgilor de la arsuri, la pacienții cu SIDA Procesul de fagocitoză este împărțit în mai multe etape: chemotaxie (deplasarea fagocitelor către zonele inflamate), aderența (adeziunea particulelor la suprafața fagocitelor), fagocitoza propriu-zisă și distrugerea intracelulară a obiectelor fagocitate Utilizarea citometriei în flux și a particulelor marcate fluorescent (bacterii, drojdie, particule de latex) pentru a măsura stadiul de fagocitoză în sine a facilitat foarte mult analiza acestei funcții importante a neutrofilelor Cu toate acestea, această metodă nu a furnizat înregistrarea diferențelor dintre particulele din interiorul celulelor și acele particule care s-ar putea atașa la suprafața lor Această problemă a fost depășită prin suprimarea fluorescenței particulelor atașate extern prin utilizarea coloranților vitali, cum ar fi albastrul tripan și violetul cristal Pentru a înregistra activitatea fagocitară a neutrofilelor, o serie de companii au dezvoltat truse comerciale care sunt utilizate cu succes în prezent În special, acestea includ PHAGOTEST'X de la ORPEGEN Pharma (Germania), ceea ce face posibilă cuantificarea activității fagocitare a neutrofilelor Se măsoară procentul de fagocite care au înghițit bacterii și activitatea acestora (numărul de bacterii per celulă) Analiza unei explozii de oxigen Neutrofilele joacă un rol important în răspunsul imun nespecific și rezistența organismului prin neutralizarea obiectelor străine Microorganismele ingerate sunt distruse atât prin mecanisme dependente de oxigen cât și prin mecanisme nedependente de oxigen Radicalii liberi de oxigen ucid bacteriile absorbite în fagozomi și sunt parțial eliberați în mediu, pe de o parte, sporind distrugerea microorganismelor și, pe de altă parte, dăunând țesuturilor din jur Acest efect se numește explozie oxidativă sau de oxigen Acest proces decurge intens cu inflamația acută și într-o măsură mai mică cu evoluția cronică a bolii Distrugerea microorganismelor este posibilă și datorită proteinelor din granulele azurofile, precum catepsina G, lizozima, interferonii etc O explozie de oxigen redusă sau absentă se observă în malformațiile congenitale, cum ar fi granulomatoza cronică Boala apare de obicei în primii doi ani de viață și se caracterizează prin infecții recurente clinic și care pun viața în pericol cauzate de organisme bacteriene și fungice Aceste infecții se manifestă clinic CERCETARE DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE precum pneumonia, limfadenita sau abcesele care afectează ganglionii limfatici, plămânii și ficatul Unul dintre rolurile principale este jucat de NADPH+ oxidaza, care este un sistem de enzime responsabile de producerea de anioni superoxid, care sunt rapid transformați în peroxid de hidrogen și radicali hidroxil Tulburările în structura principalelor peptide ale NADPH+ oxidazei sunt cauza principală a disfuncțiilor în granulomatoza cronică, deoarece neutrofilele la acești pacienți nu pot realiza o explozie oxidativă semnificativă după activare Aceste tulburări se observă și la transplanturi și la pacienții cu SIDA Truse comerciale pentru măsurarea exploziei de oxigen, precum și pentru măsurarea activității fagocitare, sunt pe piață Procedura de măsurare a fagocitozei este un proces în mai multe etape și multifactoriale, un specialist trebuie să îl controleze în toate etapele Performanța ridicată a citometrelor moderne și a probelor mari de celule analizate fac această metodă mai fiabilă decât microscopia Monitorizarea stării septice Destul de des, în șoc septic se observă tulburări ale activității fagocitare și izbucnirea oxidativă Studiul patogenezei sale se concentrează din ce în ce mai mult pe rolul sistemului imunitar, deoarece modificările funcțiilor sale sunt principalul factor de risc pentru dezvoltarea infecțiilor grave la pacienții care au suferit o intervenție chirurgicală Astfel, numeroase abateri ale mecanismelor de apărare imună apar la pacienţii grav bolnavi în perioada postoperatorie Acestea includ scăderea expresiei macrofagelor a antigenelor complexului major de histocompatibilitate clasa II (HLA-DR), activarea modificată a celulelor T, reducerea chemotaxiei neutrofilelor și fagocitoza Aceste tulburări au fost descrise, de asemenea, în infecția plăgii și traume Scăderea expresiei HLA-DR este asociată cu producția crescută de IL- , deoarece serul pacienților cu sepsis reduce expresia HLA-DR, iar anticorpii monoclonali la IL- blochează acest efect Afectează în mod activ scăderea expresiei antigenelor HLA-DR și a glucocorticoizilor Astfel, o scădere a exprimării antigenelor HLA-DR de către monocite, care joacă un rol critic în prezentarea antigenului la T-helper, este un semn al unei infecții în curs de dezvoltare în perioada postoperatorie, iar analiza exprimării HLA-DR în prima perioadă două zile după intervenție chirurgicală poate servi ca bază pentru utilizarea unei intervenții terapeutice mai timpurii Dovezile clinice și experimentale sugerează că pacienții cu expresie scăzută a HLA-DR pe monocite ar trebui tratați cu imunomodulatori cum ar fi interferon y, soluții îmbogățite cu glutamină, glicopeptide care conțin muramil și alte medicamente pentru a stimula sistemul imunitar Toate datele de mai sus au condus la metoda propusă pentru monitorizarea stării septice a pacienților cu leziuni deschise în perioada postoperatorie Principiul evaluării stării septice este de a măsura expresia antigenelor HLA-DR pe suprafața monocitelor folosind sânge periferic integral (Fig - ) Analiza se efectuează pe două probe colorate, dintre care una este martor Pentru a localiza monocite, CD , receptorul de endotoxină lipopolizaharidă (LPS), este unul dintre principalii markeri pentru monocite Expresia HLA-DR este măsurată prin analiză multivariabilă și comparată cu o probă martor, unde sunt utilizați anticorpi nespecifici de același izotip în locul anticorpilor monoclonali anti-HLA-DR STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE Orez - Histograma distribuției monocitelor în funcție de expresia antigenelor HLA-DR: a - histograma unui pacient cu expresia normală a moleculelor HLA-DR pe monocite din sângele periferic; b - histograma unui pacient cu sepsis în a -a zi de la debutul bolii Criteriul de evaluare a stării pacientului în sepsis este numărul relativ de monocite care exprimă HLA-DR; prognosticul este favorabil dacă numărul de celule pozitive depășește % în a -a zi după spitalizare și terapie adecvată Acest criteriu a fost derivat de la pacienții internați cu șoc septic În primele de ore de spitalizare, expresia HLA-DR pe monocite este redusă semnificativ la pacienții cu sepsis ( ± %) comparativ cu donatorii sănătoși ( ± %) Exprimarea HLA-DR pe monocite ale pacienților supraviețuitori în primele de ore după spitalizare nu diferă de acest indicator la pacienții care au murit ulterior Cu toate acestea, expresia HLA-DR pe monocite la pacienții supraviețuitori în a -a zi de spitalizare este mai pronunțată (peste %), ceea ce indică restabilirea stării imune Astfel, în timpul înălțimii unei stări septice, mai mult de % din populația de monocite nu exprimă molecule HLA-DR pe suprafața lor În perioada de remisiune clinică a bolii, expresia acestor molecule este restabilită la valori aproape normale Acest indicator poate servi ca un criteriu suplimentar pentru diagnosticarea sepsisului și evaluarea eficacității măsurilor terapeutice în curs Procedura de evaluare a defectelor de prezentare a antigenului este disponibilă pentru utilizare în aproape orice laborator clinic echipat cu un citometru în flux Astfel, utilizarea citometriei în flux pentru a evalua starea funcțională a fagocitelor, inclusiv subpopulațiile lor individuale, nu are obstacole tehnice în practica clinică Metoda este aplicabilă pentru a evalua funcțiile celulelor în diferite patologii, care se bazează pe mecanismele tulburărilor de fagocitoză Evaluarea apoptozei prin citometrie în flux Apoptoza este o manifestare a unui proces fiziologic - moartea celulară programată genetic, naturală, regulată Apoptoza include mai multe etape: în primul rând, celula primește un semnal exogen (extern, receptor) sau endogen (non-receptor) care declanșează procesul de apoptoză; în al doilea rând, activarea în cascadă a proteinelor intracelulare care sunt caracteristice multor procese biologice și implementează programul de apoptoză (caspaze inițiatoare și efectoare), care este reglată de o varietate de proteine pro- și anti-apoptogene; în al treilea rând, destructurarea vitalului pentru funcționare CERCETARE DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE celulele substraturilor proteice, "lansarea" endonucleazelor nucleare, degradarea ADN-ului în fragmente oligonucleozomale și formarea "corpilor apoptotici" cu îndepărtarea ulterioară a acestora prin fagocitoză În ghidurile de bază privind metodele imunologice se disting următoarele metode citometrice de documentare a apoptozei: identificarea modificărilor membranare caracteristice celulelor apoptotice; identificarea modificărilor în structura și conținutul ADN-ului Din păcate, majoritatea acestor metode nu permit utilizarea sângelui integral, ceea ce este important în cercetarea clinică Dezvoltarea apoptozei deja în stadiile incipiente este însoțită de o scădere a activității translocazei aminofosfolipidelor dependente de M^ +, ceea ce duce la o încălcare a asimetriei fosfolipide a membranei și la apariția fosfatidilserinei pe stratul exterior al membranei membrană Utilizarea anexinei V (An V) anticoagulante marcate cu fluorocrom (de obicei FITC), care se leagă în mod specific la fosfatidilserina în prezența ionilor de Ca ', și citometria ulterioară oferă o identificare clară a celulelor care suferă apoptoză Utilizarea analizei multiparametrice și colorarea simultană a celulelor cu coloranți pentru acizi nucleici care nu pătrund în celulele vii, cum ar fi iodura de propidiu (PI), fac posibilă diferențierea celulelor care se află în faza incipientă a apoptozei (An V'RG) ), apoptoză târzie (An V PI+) și celule moarte (An V"PI*) (Fig - ) Capacitatea de a evalua simultan expresia markerilor de membrană și colorarea An V este foarte valoroasă, ceea ce permite să se caracterizeze populația de celule apoptotice Destul de comune sunt metodele bazate pe colorarea celulelor cu fluorocromi ADN, care este asociată cu ușurința de implementare, costuri reduse și posibilitatea de stocare pe termen lung a celulelor Cele mai frecvent utilizate sunt iodura de propidiu și -aminoactinomicina D ( -AAD) În acest caz, celulele sunt fixate cu etanol, ceea ce asigură, pe de o parte, spălarea fragmentelor de ADN cu greutate moleculară mică și, pe de altă parte, fixarea celulelor Celulele sunt apoi colorate cu fluorocrom în prezența RNazei, iar așa-numitul vârf hipodiploid (sub-Gl) din histograme este dezvăluit în timpul citometriei Un dezavantaj semnificativ al acestei abordări este acuratețea destul de scăzută a identificării apoptozei; cu toate acestea, este optim pentru studiile de screening care necesită analiza unui număr mare de probe și se caracterizează printr-o reproductibilitate bună Orez - Histograma distribuției celulare cu colorare simultană cu PI și An V: cadranul E - celule necrotice; cadranul E - celule necrotice și stadii târzii ale apoptozei; cadranul E - celule vii; cadranul E - stadiile incipiente ale apoptozei STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE Test de alergie Pentru o lungă perioadă de timp, lucrările privind localizarea și analiza bazofilelor au fost în afara sferei citometriei în flux, care a fost asociată cu un conținut nesemnificativ al acestor celule în sângele periferic (până la , %) Cu toate acestea, există o serie de parametri specifici care pot fi măsurați pe bazofile Acestea sunt, în primul rând, IgE membranară și expresia moleculei CEb Analiza IgE membranei este o sarcină destul de dificilă din cauza diferențelor semnificative în exprimarea acesteia la indivizi individuali În acest sens, markerii de bazofile recent descriși au ocupat o poziție importantă printre parametrii utilizați pentru analiza unei reacții alergice in vitro - aceștia sunt CD c și CD (CRTH ) Un loc important în procesul de activare a bazofilelor este ocupat de astfel de antigene precum CD și CD c Ele diferă prin expresia și localizarea lor în celulă CD se găsește în celulele de pe membrana granulelor care conțin histamina, leucotriene și citokine După stimularea alergenului, are loc degranularea celulelor și CD apare pe suprafața bazofilelor În schimb, CD c este un antigen de membrană Când bazofilele sunt activate de un alergen, expresia moleculelor SP crește cu %, în timp ce expresia receptorilor CD c crește cu % Astfel, determinarea receptorului CD c este cel mai informativ marker pentru analiza activării bazofilelor CD poate fi exprimat pe bazofile și simultan pe celulele Th , deci dacă zona mononucleară este localizată prin gating, fenotipul bazofilelor poate fi descris ca CD 'CD ~, în timp ce bazofilele activate vor avea fenotipul CD CD +CD c' Când bazofilele sunt activate in vitro, o creștere semnificativă a expresiei moleculei CD c pe membrana lor în raport cu probele de control poate fi observată într-o analiză multivariată Pentru a activa bazofilele in vitro, de regulă, se folosesc agenți care activează numărul maxim de bazofile - aceștia sunt anti-IgE, anti-FceRI sau peptida sintetică FMLP (Formyl Methionyl-L&ucyl Phenylalanine) În cursul analizei, sunt utilizați ulterior diverși alergeni În prezent, au fost dezvoltate truse pentru identificarea bazofilelor în repaus și activate Acestea conțin toate componentele necesare analizei, cu excepția alergenilor (cercetătorii, de regulă, selectează ei înșiși setul necesar de alergeni, în funcție de istoricul alergic al pacientului) Utilizarea acestei abordări a oferit o oportunitate inaccesibilă anterior de a determina sensibilizarea la alergeni, cum ar fi medicamentele, pentru a identifica condițiile alergice care nu sunt asociate cu un răspuns specific IgE, pentru a diagnostica și diferenția reacțiile pseudo-alergice Astfel, apariția unor metode care fac posibilă evaluarea obiectivă a parametrilor funcționali ai celulelor în procesul de activare și proliferare a acestora, evidențiind subpopulații individuale în totalitatea tuturor leucocitelor, extinde semnificativ posibilitățile de analiză de laborator în practica clinică Aceste oportunități contribuie la apariția unui instrument de încredere pentru diagnosticarea bolilor, care se bazează pe mecanismele de deteriorare a homeostaziei imune a organismului Formarea unei noi abordări a diagnosticului defectelor sistemului imunitar implică o schimbare a rațiunii pentru terapia imunocorectivă etiotropă și patogenetică BIBLIOGRAFIE Probleme ale citometriei în flux moderne Aplicatie clinica / Ed S V Khaydukova, A V Zurochki - Chelyabinsk: Academia Medicală de Stat Chelyabinsk, - p CERCETARE DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE Alergologie clinică și imunologie: un ghid pentru medicii practicieni / Ed LA Goryachkina, K P Kashkin - M : Miklosh, - p Ghid clinic al analizelor de laborator: Per din engleza / Ed N Titsa - M : UNIMED-press / - p Lugovskaya S A , Pochtar M E , Tupitsyn N N Imunofenotiparea în diagnosticul hemoblastozelor - M : Tver: Triada, - p Khaidukov S V , Zurochka A V Extinderea posibilităților metodei citometriei în flux pentru practica clinică și imunologică // Med imunologie - - Nr ( ) - P - Khaidukov S V , Zurochka A V , Totolyan A A , Chsreshnev V A Principalele și micile populații de limfocite din sângele periferic uman și valorile lor normative (metoda de analiză citometrică multicoloră) // Med imunologie - - Nr ( - ) - S - Imunologie clinică: principii și practică a -a ed /Ed RR Rich şi colab - MOSBY, - p Janeways Imunobiologie a -a ed /' K Murphy, P Travers, M Valport - Garland Science, - p Practicați imunologia a -a ed / F C Hay OM Westwood - Blackwell, - p Grupul științific al OMS: Boli imunodeficiențe primare // Imunodeficiență Rev - - Voi - P - METODE IMUNOCIMICE DE ANALIZĂ Metodele imunochimice de analiză bazate pe legarea specifică a analitului de către anticorpii corespunzători au devenit utilizate pe scară largă în practica analitică și sunt utilizate în diferite domenii ale medicinei Indicarea complexului "antigen-anticorp" format poate fi efectuată dacă se introduce o etichetă într-una dintre componentele inițiale ale sistemului de reacție, care este ușor de detectat prin metoda fizico-chimică foarte sensibilă corespunzătoare Etichetele izotopice, enzimatice, fluorescente, paramagnetice și alte s-au dovedit a fi convenabile în acest scop, a căror utilizare a făcut posibilă creșterea sensibilității metodelor imunochimice clasice de analiză de milioane de ori Metodele imunochimice de analiză pot fi utilizate în diagnosticarea bolilor sistemului cardiovascular, endocrin și a altor sisteme, pentru a determina cauzele infertilității, tulburările de dezvoltare a fătului, în oncologie - pentru a determina markerii tumorali și pentru a monitoriza eficacitatea tratamentului, pentru a determina concentrația de imunoglobuline, enzime și medicamente în sânge În unele cazuri, studiile sunt efectuate pe fundalul testelor de încărcare funcțională (de exemplu, determinarea conținutului de insulină în serul sanguin pe fundalul unui test de toleranță la glucoză) sau în dinamică (de exemplu, determinarea hormonilor sexuali în sânge în timpul ciclul menstrual) Metoda ELISA Testul imunosorbent legat de enzime (ELISA) este un tip de analiză imunochimică bazată pe o reacție imunologică foarte specifică a unui antigen cu un anticorp corespunzător pentru a forma un complex imun, pentru detectarea căruia se utilizează o enzimă sau o substanță dependentă de enzimă o eticheta PRINCIPIUL METODEI Metoda ELISA se bazează pe evaluarea rezultatelor reacției imune a unui antigen cu un anticorp Complexul rezultat este definit astfel: în reacţie STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE în amestec se introduce un conjugat, care include o etichetă enzimatică și se adaugă și un substrat cromogen special Enzima, interacționând cu substratul, își schimbă culoarea Rezultatele sunt înregistrate fotometric CARACTERISTICI ȘI SCOPUL SISTEMELOR DE TESTARE Într-un laborator modern, studiile ELISA sunt efectuate folosind sisteme de testare comerciale Principalele caracteristici ale testelor sunt sensibilitatea și specificitatea Sensibilitatea se referă la procentul de probe pozitive detectate de sistemul de testare dintr-o serie de probe pozitive în care toate rezultatele au fost confirmate, de exemplu, panourile de seroconversie ale serurilor de control pozitive Astfel, sensibilitatea sistemului de testare este un indicator al probabilității unui rezultat fals negativ Un rezultat fals negativ este un rezultat negativ obținut în acest sistem de testare pentru o probă care este de fapt pozitivă Specificitatea se referă la procentul de probe negative detectate dintr-un panou de seruri de control negativ Astfel, specificul unui sistem de testare este un indicator al probabilității unui rezultat fals pozitiv, adică un rezultat pozitiv într-un sistem de testare dat, obținut pentru o probă care este de fapt negativă Pe lângă subdivizarea sistemelor de testare în funcție de indicatorul studiat (diagnosticare infecțioasă, cercetarea sistemului endocrin, determinarea markerilor tumorali etc ), testele sunt împărțite în grupuri în funcție de scopul propus Deci, de exemplu, în legătură cu diagnosticul bolilor infecțioase, sistemele de testare sunt împărțite în: • pentru screening, destinat identificării persoanelor infectate în timpul examinării inițiale; • diagnostic, utilizat în examinarea pacienţilor care sunt suspectaţi sau au o infecţie specifică; • confirmatoriu, utilizat ca suplimentar după primirea rezultatelor pozitive ale unui screening sau test de diagnostic; • teste pentru monitorizare (evaluarea eficacităţii terapiei) ETAPA PREANALITICĂ Pregătirea pacientului Executarea incorectă a acestor proceduri este una dintre principalele surse (până la %) de erori în etapa preanalitică, prin urmare, procedura de prelevare de sânge și alte probe din instrucțiunile pentru personal ar trebui descrisă cuprinzător, inclusiv identificarea probei, descrierea detaliată a tehnologiei și a siguranței biologice Este convenabil să se reflecte condițiile de pregătire a pacientului sub forma unui memoriu în direcția analizei, unde erorile și recomandările ar trebui să fie indicate atunci când se administrează sânge venos - materialul principal pentru studiile ELISA În instrucțiunile pentru calitatea etapei preanalitice, este necesar să se precizeze clar condițiile de preluare a materialului biologic pentru cercetare Trebuie avut în vedere faptul că rezultatele studiului sunt influențate de un set de factori biologici care descriu starea organismului Sarcina La interpretarea rezultatelor studiilor de laborator la femeile gravide, este necesar să se țină cont de vârsta gestațională la momentul prelevării În timpul sarcinii fiziologice, volumul plasmatic mediu crește de la aproximativ la ml, iar în primele săptămâni creșterea poate fi nesemnificativă, iar apoi are loc o creștere a volumului până în a -a săptămână, când este atins nivelul indicat STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE Volumul urinei poate crește fiziologic cu până la % în al treilea trimestru În ultimul trimestru, există o creștere fiziologică de % a ratei de filtrare glomerulară Modificările binecunoscute legate de sarcină în producția de hormoni sexuali și concentrația plasmatică sunt însoțite de modificări ale diverșilor analiți, cum ar fi hormonii tiroidieni Influența fluctuațiilor diurne Unele componente sunt supuse fluctuațiilor zilnice Astfel, conținutul de cortizol crește în timpul zilei și scade noaptea (Tabelul - ) Tabelul - Fluctuațiile zilnice ale conținutului unor analiți din serul sanguin Analit Concentrație maximă, h Concentrație minimă, h Amplitudine, % medie pe zi ACTH - - - Cortizol - - - Testosteron - - - TSG - - - Т - - - pg - - - Prolactină - - - Aldosteron - - - Renina - - - Adrenalina - - - Ritmul circadian se poate modifica sub influența ritmurilor individuale - alimentație, somn, activitate fizică Aceste influențe nu trebuie confundate cu adevăratele fluctuații circadiene Influența fazei ciclului menstrual Modificări semnificative statistic ale concentrației pot fi cauzate de fluctuațiile fondului hormonal în timpul menstruației Astfel, concentrația de aldosteron în plasmă este determinată a fi de două ori mai mare înainte de ovulație decât în faza foliculară În mod similar, renina poate prezenta o creștere pre-ovulatorie Utilizarea drogurilor Măsuri diagnostice și terapeutice La pregătirea subiectelor pentru studii biochimice, au fost adoptate următoarele abordări: • medicamentele care interferează cu determinarea componentelor sunt excluse înainte de a lua biomaterialul, dacă nu sunt administrate din motive de sănătate; • administrarea de dimineață a medicamentului se efectuează numai după administrarea biomaterialului; • prelevarea de sânge în scopuri de diagnostic se efectuează înainte de perfuzia de medicamente și soluții Tabelul - Medicamente care au un efect semnificativ asupra rezultatelor de laborator Influența cercetării drogurilor Scăderea tiroxinei PG L Boost Fenotiazine T , Creșterea fosfatazei alcaline Estrogeni Tiroxina, fosfataza alcalina Creste Alcool Fosfataza alcalina, cortizol Creste STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE Contaminarea probelor de laborator cu soluții de perfuzie este cea mai frecventă și frecvent întâlnită formă de interferență preanalitică în spitale Se recomandă informarea laboratorului când și ce fel de perfuzie a fost administrată pacientului și când a fost prelevată proba de sânge O probă de sânge nu trebuie luată niciodată dintr-un vas situat în apropierea locului de perfuzie Probele trebuie prelevate dintr-o venă a celuilalt braț care nu a fost perfuzată Cura de slabire După masă, conținutul de produse metabolice individuale din sânge poate crește sau poate suferi modificări ca urmare a efectelor hormonale post-absorbție Determinarea altor analiți poate fi dificilă din cauza turbidității cauzate de chilomicronemia în probele de sânge postprandial Pentru a exclude influența acestor factori, se recomandă respectarea unei perioade de post de - ore înainte de a preleva probe pentru cercetări de laborator Stresul mental și activitatea fizică Gradul de influență a stresului mental (teama de prelevare de sânge, stres preoperator etc ) asupra rezultatelor de laborator este adesea subestimat Între timp, sub influența sa, poate exista o creștere a secreției de hormoni (aldosteron, aniotensină, catecolamine, cortizol, prolactină, renină, somatotropină, TSH, vasopresină), precum și o creștere a altor indicatori (albumină, fibrinogen, glucoză) , insulină, lactat și colesterol) Starea de activitate fizică a subiectului are o mare influență asupra rezultatelor Cu repaus prelungit strict la pat și limitarea activității fizice, excreția urinară de noradrenalina, calciu, clor, fosfați, amoniac crește, iar activitatea fosfatazei alcaline din serul sanguin crește Astfel, pentru o analiză obiectivă de laborator, este necesar să se realizeze standardizarea pregătirii pacientului înainte de preluarea materialului clinic CULEGERE DE PROBE DE LA PACIENT Recomandările privind condițiile de prelevare de sânge și alte biolichide pentru testarea de laborator prin ELISA sunt următoarele Dacă este posibil, probele trebuie prelevate între orele și dimineața Prelevarea probelor trebuie făcută la - ore după ultima masă Eșantionarea trebuie efectuată înainte de orice proceduri de diagnosticare sau terapeutice care pot afecta rezultatele testelor În cazul monitorizării medicamentului, trebuie luate în considerare concentrația maximă după administrarea medicamentului și faza de stare de echilibru înainte de următoarea doză de medicament Perioada de abstinență de la alcool trebuie să fie de cel puțin de ore înainte de a lua biofluid Sângele pentru testarea substanțelor a căror concentrație în sânge se modifică ciclic trebuie luat în strictă conformitate cu ciclurile fiziologice De exemplu, o evaluare a nivelului de FSH și LH este legată de ziua ciclului menstrual Pentru a elimina influența unei modificări a poziției corpului, subiectul trebuie să fie în repaus, să stea sau să se întindă cel puțin minute În timpul monitorizării dinamice a pacientului, materialul trebuie luat într-o poziție identică a corpului STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE " Comprimarea vaselor de sânge (venelor) la aplicarea unui garou (manșetă) la luarea sângelui trebuie să fie minimă și să nu depășească minut Ora exactă a prelevării probei ar trebui să fie întotdeauna notă pe documentele corespunzătoare TRANSPORTUL PROBELOR EFECTUL TIMPULUI SI TEMPERATURII Sângele rezultat trebuie livrat la laborator în timp util Conform recomandărilor aproape tuturor companiilor producătoare de sisteme de imunotestare enzimatică, este necesar să se ia ser din acesta nu mai târziu de oră după administrarea sângelui În tabel - arată intervalele de timp recomandate pentru procedura de pregătire a probei Tabelul - Cerințele de timp pentru anumite etape pre-analitice pentru imunotestele Procedura Timp de executare Centrifugarea serului Nu mai târziu de oră după recoltarea sângelui Centrifugarea sângelui răcit la - de minute după luarea din frigider Centrifugarea în eprubete cu acceleratoare de coagulare a sângelui - min Centrifugarea în tuburi de anticoagulant pentru a obține plasmă Posibilă imediat după recoltarea sângelui Separarea serului din cheag într-un tub secundar (de transport) după centrifugare Imediat după centrifugare Colectarea serului din tub cu barieră de gel Nu mai târziu de de ore după centrifugare În tuburi cu barieră fără gel Nu mai târziu de oră Ser, plasmă, dacă analiza nu poate fi efectuată în ore Puneți biofluid la frigider timp de de ore Recomandările privind condițiile de depozitare și transport a materialului biologic pentru studiile imunologice sunt următoarele Transportul rapid și durata scurtă de valabilitate îmbunătățesc fiabilitatea rezultatelor de laborator Trebuie evitată depozitarea sângelui integral Probele de sânge trebuie să fie livrate la laborator în de minute de la recoltarea sângelui, astfel încât centrifugarea și separarea probei să poată fi finalizate în decurs de oră Specimenele și mostrele sunt conservate cu atât mai bine, cu atât temperatura de depozitare a acestora este mai mică Specimenele și mostrele trebuie păstrate întotdeauna în recipiente închise (evaporare!) Evaporarea/sublimarea duce la o creștere vizibilă a concentrației/activității tuturor componentelor nevolatile Acest lucru este deosebit de pronunțat atunci când volumul probei este relativ mic și suprafața este relativ mare Există și riscul de evaporare în frigidere (condens de umezeală pe elementele de răcire) Problemele de depozitare sunt reduse prin utilizarea sistemelor de colectare a probelor de unică folosință Elementele de separare (de exemplu gelurile de separare) îmbunătățesc producția de ser/plasmă și permit serului să rămână în tuburile primare de deasupra cheagului Evitați agitarea vaselor de probă (sisteme de livrare cu tuburi pneumatice!): Riscul de hemoliză este crescut Depozitați întotdeauna vasele de sânge în poziție verticală Evitați expunerea la lumină Marcați materialul infectat și manipulați-l cu grijă extremă CERCETARE DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE KIT ELISA COMPLET STANDARD Trusa ELISA, de regulă, include toți reactivii necesari analizei, de obicei pentru de determinări Trusa include de obicei următorii reactivi • Standarde (dacă este o trusă pentru ELISA cantitativ), - soluții cu concentrații diferite ale analitului analizat • Conjugat (soluție preparată sau concentrat) care conține anticorpi sau antigen marcați cu enzime • Microplaca imunosorbanta cu de godeuri ambalata in folie de aluminiu cu desicant • Tampon de spălare concentrat • Reactiv cromogenic substrat - un singur reactiv sau format din două componente: soluția A, care conține de obicei tetrametilbenzidină (TMB) în tampon și soluția B, peroxid de hidrogen în tampon • Soluție stop, cel mai adesea o soluție de acid clorhidric • Ser de control (unul sau mai multe) Unele truse de reactivi nu includ ser de control și trebuie comandate separat Kitul poate include în plus reactivi pentru diluarea probei, conjugat, substrat, standard ELISA FAZĂ SOLIDĂ ÎN FORMAT MICROPLACĂ Obiectul de studiu în format ELISA poate fi atât antigeni, cât și anticorpi În schemele ELISA pentru determinarea antigenelor, acesta din urmă poate fi un antigen al agentului infecțios, o proteină sau un hormon reglator, un marker tumoral sau un alt compus cu activitate imunogenă care trebuie determinat în probă Există multe modificări ale metodei ELISA, dar cel mai utilizat ELISA eterogen (în fază solidă) într-un format de microplăci Ca fază solidă se folosește suprafața godeurilor unei microplăci de polistiren, pe care sunt adsorbiți antigenii sau anticorpii cunoscuți incluși în sistemul de testare Un antigen sau anticorp imobilizat pe suprafața unui purtător solid se numește imunosorbent În cursul unei reacții foarte specifice a imunosorbentului cu anticorpi sau antigeni determinați în proba de testat, se formează complexe imune, care se dovedesc a fi fixate și pe faza solidă Substanțele care nu participă la reacție și o cantitate în exces de reactivi sunt îndepărtate prin spălare repetată Această schemă face posibilă simplificarea procesului de separare a componentelor de reacție În prezent, sistemele de testare care utilizează streptavidină și anticorpi monoclonali biotinilați au devenit larg răspândite În acest caz, standardele, controalele și probele pacientului sunt adăugate mai întâi la microgodeurile acoperite cu streptavidină Streptavidina îndepărtează reacția de suprafața plăcii, creând efectul interacțiunii "antigen-anticorp" în volum, și nu la suprafață, crescând astfel sensibilitatea sistemului de diagnostic Apoi se adaugă anticorpi biotinilați (un amestec de anticorpi monoclonali specifici foarte purificați la diferiți epitopi), anticorpi marcați cu enzime (conjugați), reactivii sunt amestecați Rezultatul reacției dintre diverși anticorpi și antigenul care se determină este formarea unui complex "sandwich", care se leagă de streptavidină în celule Componentele nelegate sunt îndepărtate prin spălare După incubarea cu soluția de substrat și oprirea reacției, se determină fotometric densitatea optică a soluțiilor din godeuri Sistemele de testare care folosesc streptavidină și anticorpi monoclonali biotinilați sunt teste de a doua generație cu sensibilitate crescută STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE CARACTERISTICI ALE ANALIZEI CALITATIVE Analiza calitativă este adesea folosită în studiile de screening și în diagnosticul bolilor infecțioase De regulă, pentru a diagnostica infecțiile sunt utilizate două tipuri de reacții serologice: • detectarea anticorpilor specifici patogenului în serul sanguin al subiectului; • stabilirea afilierii generice și de specie a unui microorganism sau virus În acest caz, componenta necunoscută a reacției este antigenul Un astfel de studiu necesită o reacție cu seruri imune cunoscute În sistemele de testare pentru analiză calitativă, rezultatul studiului este determinat prin compararea densității optice a acestuia cu valoarea calculată a densității optice critice (COD um) Alți termeni pot fi folosiți pentru a desemna OPcrі - "Cut-off" sau "valoarea prag a densității optice" Formula pentru calcularea OPcrit este indicată în instrucțiunile pentru sistemul de testare Calculul limită poate include atât valorile medii ale densităților optice ale controalelor pozitive și negative, cât și densitatea optică a unui eșantion de control special - controlul nivelului de tăiere Dacă densitatea optică a probei este mai mare decât valoarea limită, proba este considerată pozitivă pentru anticorpi specifici Foarte des în calcule este necesar să se ia în considerare zona gri Zona gri este intervalul de concentrații specifice de anticorpi în care ambele probe pozitive și negative sunt la fel de probabil să se încadreze (Figura - ) Limita zonei gri este indicată în instrucțiunile pentru sistemul de testare, de regulă, aceasta este % din valoarea pragului Rezultatele analizei care au căzut în zona gri nu pot fi interpretate fără ambiguitate; pentru a clarifica rezultatul, este necesar să se repete studiul cu un nou ser obținut după - săptămâni Pentru a monitoriza eficacitatea tratamentului, este important să folosiți sisteme de testare care vă permit să obțineți rezultate într-un mod semi-cantitativ sau cantitativ Pentru o variantă semicantitativă a metodei se calculează raportul dintre densitatea optică medie a probei și densitatea optică a cut-off-ului Probele sunt considerate ca: • pozitiv dacă raportul este mai mare de , ; • îndoielnic, dacă ± % Cut-off, • negativ dacă raportul este mai mic de , Orez - Zona gri (analiza calitativă) STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE Radioimunotest Radioimunotestul (RIA) este o metodă de determinare cantitativă a substanțelor biologic active (hormoni, enzime, medicamente etc ) în fluide biologice, bazată pe legarea competitivă a substanțelor stabile și similare dorite marcate cu un radionuclid cu sisteme de legare specifice Aceștia din urmă sunt cel mai adesea anticorpi specifici Datorită faptului că antigenul marcat este adăugat într-o anumită cantitate, este posibil să se determine partea din substanță care s-a legat de anticorpi și partea care rămâne nelegată ca urmare a competiției cu antigenul nemarcat să fie detectată Pentru marcarea anticorpilor sau antigenilor se folosește cel mai des izotopul de iod I, care are un timp de înjumătățire de de zile și o radioactivitate specifică ridicată Pentru RIA, sunt produse seturi standard de reactivi, fiecare dintre acestea fiind proiectat pentru a determina concentrația oricărei substanțe Studiul se desfășoară în mai multe etape: materialul biologic este amestecat cu reactivi, amestecul este incubat timp de câteva ore, substanța radioactivă liberă și legată este separată, se efectuează radiometria probelor și se calculează rezultatele Testul radioimuno are sensibilitate și specificitate ridicate Dezavantajul metodei este limitările determinate de modul de funcționare cu material radioactiv și perioada de valabilitate relativ scurtă a trusei de diagnosticare, care este asociată cu degradarea etichetei radioactive Reacția de imunofluorescență Imunofluorescența este un complex de metode de analiză a fluorescenței utilizate în imunologie, în principal în histochimie, precum și în virologie, bacteriologie, micologie, parazitologie etc Combinația de reacții imunochimice și microscopia cu fluorescență face posibilă detectarea antigenelor tisulare și celulare, inclusiv cele din bolile autoimune și transformarea celulelor maligne, studierea tiparelor de sinteză a anticorpilor și identificarea agenților cauzali ai multor boli virale și microbiene Popularitatea RIF se datorează rentabilității sale, disponibilității unei game largi de truse de diagnosticare și vitezei de obținere a unui răspuns În prezent, în această reacție sunt utilizați atât seruri policlonale, cât și anticorpi monoclonali marcați cu izotiocianat de fluoresceină (FITC) Pentru a reduce luminiscența de fond nespecifică, se folosește un frotiu cu albumină serică bovină marcată cu rodamină sau albastru Evans Cel mai adesea, RIF este utilizat pentru a detecta rapid un agent patogen în materialul patologic În acest caz, se prepară un frotiu din materialul de testat pe o lamă de sticlă, ca în cazul microscopiei convenționale Medicamentul este fixat cu alcool metilic, acetonă sau alt fixativ chimic, uneori inclus în trusa de diagnostic Pe suprafața frotiului fix se aplică seruri marcate cu FITC sau anticorpi monoclonali (în cazul RIF indirect, medicamentul este tratat mai întâi cu ser împotriva antigenului dorit, iar apoi cu anticorpi marcați împotriva imunoglobulinelor utilizate în prima etapă) Deoarece RIF este un tip de analiză eterogenă, o etapă este separată de cealaltă prin spălare Rezultatele reacției sunt luate în considerare folosind un microscop luminiscent, în sistemul optic al căruia este instalat un set de filtre de lumină pentru a asigura iluminarea preparatului cu lumină ultravioletă sau albastru-violetă cu o lungime de undă dată Acest lucru face ca fluorocromul să strălucească într-un interval dat al spectrului Cercetătorul evaluează natura strălucirii, forma, dimensiunea obiectelor și poziția relativă a acestora CERCETARE DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE Cele mai utilizate truse se bazează pe reacția de imunofluorescență directă, cu toate acestea, există sisteme de testare care folosesc reacția de imunofluorescență indirectă Dacă RIF direct poate fi utilizat numai pentru detectarea antigenului, atunci versiunea indirectă a acestei reacții poate fi utilizată atât pentru detectarea antigenului, cât și pentru serodiagnostic (de exemplu, în boala Lyme, sifilis) În acest caz, frotiurile sunt preparate din tulpina de referință a agentului patogen Serul de testare este aplicat pe frotiu Dacă conține anticorpii doriti, atunci aceștia se leagă de antigenele celulelor microbiene Spălarea preparatului cu o soluție tampon îndepărtează anticorpii nelegați Apoi, medicamentul este tratat cu ser marcat împotriva imunoglobulinelor umane În cazul unui rezultat pozitiv al reacției, se observă o strălucire specifică a culturii de referință în timpul microscopiei frotiu într-un microscop fluorescent Principalul dezavantaj al RIF este subiectivitatea acestuia Criteriile clasice pentru specificul acestei reacții sunt: • morfologia caracteristică, dimensiunea și localizarea agentului patogen în frotiu; • caracterul periferic al strălucirii obiectului; • culoare fluorescentă; • intensitatea fluorescenței În studiul obiectelor mari (Trichomonas, gardnerella, celule afectate de viruși), aceste criterii fac posibilă obținerea unui rezultat foarte fiabil În același timp, corpurile elementare ale chlamidiei și micoplasmei au dimensiuni care se află la limita rezoluției unui microscop luminiscent În același timp, evaluarea morfologiei microorganismelor este dificilă, iar luminiscența își pierde caracterul periferic Criteriile rămase sunt în mod clar insuficiente pentru identificarea cu încredere a microorganismului observat În legătură cu cele de mai sus, natura subiectivă a înregistrării răspunsului impune cerințe speciale cu privire la calificările personalului care efectuează studiul TEST IMUNITAR MULTIPLEX Dezvoltarea metodologică a ELISA a făcut posibilă crearea unor sisteme în care diferite tipuri de molecule țintă capturate sunt proiectate în diferite puncte ale fazei solide, ceea ce a condus la crearea unor tehnologii multiplex care fac posibilă determinarea simultană a unui număr mare (aproximativ ) a parametrilor dintr-o probă biologică Ca fază solidă, au început să folosească nu suprafața godeurilor plăcilor de polistiren, ci diferite bile discrete - microparticule Pentru prima dată, tehnologia florimetrică pe margele a fost dezvoltată încă din pentru determinarea diverșilor antigeni într-o singură probă biologică În prezent, o astfel de evaluare este adesea folosită pentru a determina α-fetoproteina, [ ,-microglobulina imunoglobuline și complexe imune Tehnologia analizei multiplex pe margele este în mod constant îmbunătățită Inițial, analiza multiplex a fost efectuată în diferite combinații • Într-un număr de sisteme de testare, o perlă a fost acoperită cu diferiți anticorpi marcați cu fluoresceină • Alte sisteme de testare au folosit bile de diferite dimensiuni • Perlele pot fi realizate din diferite materiale, cum ar fi latex, polistiren, poliacrilamidă, sticlă și, prin urmare, au capacități de adsorbție diferite În prezent, cele mai comune metode de analiză multiplex sunt multiplex, care se bazează pe "metoda sandwich" - ELISA în diferite combinații: FAST pliant, Search Light și xMAP Fiecare dintre aceste metode STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE prezintă unele diferențe într-o serie de parametri: determinarea analiților disponibili, posibilitatea utilizării de noi analiți, seria dinamică a evaluării, sensibilitatea metodei, costul echipamentelor, prețul consumabilelor Deoarece rezultatele determinării substanțelor biologic active în fiecare metodă pot varia semnificativ, se consideră că nu este recomandabil să se efectueze o analiză statistică a datelor obținute folosind diferite metode Pentru fiecare studiu individual, trebuie selectată o singură tehnologie pentru a se asigura că datele și concluziile obținute sunt reprezentative și îndeplinesc cerințele medicinei bazate pe dovezi De exemplu, testele pe bază de microbile folosesc microparticule ca fază solidă (Figura - ) Ele sunt codificate cu etichete fluorescente identice sau diferite (roșu și portocaliu) În sistemul xMAR, de exemplu, se folosesc bile de aceeași dimensiune, în interior sunt etichetate în diferite combinații cu fluorofori roșii și în infraroșu apropiat: și nm Anticorpii cu specificitate diferită, creați pentru diferite molecule țintă prezente într-o probă biologică, sunt adsorbiți pe bile și sunt posibile opțiuni: anticorpi la diferite molecule țintă sau la o moleculă țintă pot fi adsorbiți pe diferite tipuri de bile, iar legăturile covalente sunt format Astfel, la Orange Intenstty ■-"- Betd A i A*body> Z'amiЬef'* Ct*M№v Aoikep igushCh, &А-Р£ ₽ Antlgea:! AnHgen: AaUgen; & Andgeo: Orez - Tehnologia xMLR: a - de tipuri diferite de microparticule cu cantitatea exactă de colorant roșu și infraroșu formează baza tehnologiei xAMP pentru analiza multiplex; b - fiecare tip de microparticule este acoperit cu anticorpi împotriva unui antigen specific, după care se efectuează un ELISA clasic "sandwich"; c - folosind un citometru în flux (Luminex sau Bio-Piex), rezultatele sunt înregistrate: un laser roșu ( nm) identifică tipul de microparticulă ( ), iar un laser verde ( nm) măsoară cantitatea de antigen legat ( ) CERCETARE DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE În acest tip de evaluare, margelele în sine (suprafața lor) sunt o fază solidă, pe care au loc reacții antigen-anticorp (în ELISA, astfel de reacții sunt efectuate pe suprafața plasticului) După capturarea moleculelor țintă corespunzătoare din proba biologică, sunt umplute diferite pete colorate de pe margele, iar evaluarea diferitelor ținte se realizează simultan într-un singur biotest Detectarea intensității de captare se realizează folosind un sistem de citire, al cărui principiu se bazează pe evaluarea intensității fluorescenței Semnalul este amplificat și măsurat pe un contor fluorescent, fiecare moleculă țintă individuală fiind identificată printr-un cod de culoare măsurat printr-un semnal fluorescent secundar Aceasta oferă o contorizare a numărului de molecule țintă capturate în fiecare locus individual al mărgelei Metoda face posibilă efectuarea unei contabilizări complexe a mai multor molecule țintă diferite într-o singură probă biologică Sensibilitatea, specificitatea și acuratețea analizei cu această determinare multiplex pe granule depășesc caracteristicile corespunzătoare ale ELISA Spre deosebire de ELISA, analiza multiplex pe microparticule vă permite să luați în considerare simultan până la de parametri într-o singură probă, fără a fi nevoie să efectuați etape de spălare Conform metodei de analiză multiplex, proba biologică este incubată împreună cu anticorpi marcați cu fluoresceină, iar după formarea unui complex imun de tip "sandwich" sunt detectați doar acei fluorofori care sunt asociați cu suprafața mărgelelor Atât ELISA, cât și imunotestul multiplex (MIA) folosesc principiul "sandwich" în sistemele de testare Dacă probele biologice conțin anticorpi heterofili (cum ar fi la pacienții cu boli autoimune), legarea nespecifică poate duce la rezultate fals pozitive În condiții patologice, nivelurile unor astfel de analiți, cum ar fi, de exemplu, citokinele în timpul inflamației, pot fi crescute semnificativ în diferite fluide biologice și pot depăși semnificativ capacitățile dinamice ale sistemului de testare Analiza curbelor standard în datele multiplex este critică pentru interpretarea corectă a datelor obținute Imunotestul enzimatic clasic este foarte util pentru măsurarea nivelurilor unei singure citokine din probele biologice Cu toate acestea, măsurarea nivelului unei citokine pentru a caracteriza diferitele procese care au loc în organism este absolut insuficientă, deoarece nu permite obținerea de informații mai mult sau mai puțin obiective despre interacțiunile biologice complexe la nivel celular, atât în condiții normale, cât și patologice Recent, a existat un interes tot mai mare pentru studiul integral al proceselor biologice Ca urmare, metodele de analiză multiplex devin din ce în ce mai răspândite Rolul creșterii sau scăderii nivelului oricărei citokine în interacțiunile intercelulare trebuie luat în considerare ținând cont de modificările nivelurilor altor citokine prezente în aceeași probă biologică studiată Mai jos sunt prezentate o serie de caracteristici comparative ale metodelor xMAP și ELISA pentru determinarea citokinelor (Tabelele - ) Termen de valabilitate În majoritatea așa-numitelor sisteme de testare ELISA de casă, plăcile acoperite cu anticorpi sunt utilizate în aceeași zi sau depozitate pentru o perioadă scurtă de timp (mai multe zile) la + °C sau congelate și depozitate la - °C (până la - luni) În tehnologia chL/AR, microparticulele acoperite cu anticorpi rămân stabile timp de ani În același timp, perioada de valabilitate a sistemelor de testare este limitată nu de stadiul de depunere a anticorpilor, ci de intensitatea strălucirii fosforilor STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE Tabelul - Caracteristici comparative ale metodelor ELISA și MIA pentru determinarea citokinelor Parametrii ELISA MIA Sensibilitate Ridicată - ' în prezența ionilor Mg - și la o valoare a pH-ului adecvată, și are, de asemenea, activitate '-> >-exonuclează Prezența activității '-> '-exonucleazei face ca enzima să fie adecvată pentru utilizare în PCR în timp real (RT-PCR) Un amestec de deoxinucleotide trifosfați (dNTP): deoxiadenozin trifosfat (dATP), deoxiguanozin trifosfat (dGTP) deoxicitozină trifosfat (dCTP) și deoxitimidină trifosfat (dTTP) sunt "blocurile de construcție" utilizate de polimeraza Tod pentru a sintetiza cea de-a doua catenă de ADN Tampon - un amestec de cationi și anioni într-o anumită concentrație, oferind condiții optime pentru reacție, precum și o valoare stabilă a pH-ului Proba analizată este un preparat preparat pentru introducerea în amestecul de reacție, care poate conține ADN-ul dorit, de exemplu, ADN-ul microorganismelor, care servește ca țintă pentru copierea multiplă ulterioară În absența ADN-ului țintă, nu se formează un produs de amplificare specific Pentru comoditatea detectării sau controlului eficienței de amplificare, următoarele componente suplimentare pot fi incluse în amestecul de reacție • Controale interne - heterologe la un fragment de ADN specific, de obicei mai mare, limitate de primeri specifici De fapt, este o matrice PCR alternativă și vă permite să controlați eficiența amplificării în fiecare tub specific • Sondele ADN sunt oligonucleotide mici sintetizate artificial (aproximativ de nucleotide) complementare unor ampliconi specifici Datorită etichetelor izotopice sau fluorescente atașate acestora, sondele ADN pot fi markeri ai produselor PCR Fiecare ciclu de amplificare constă din trei etape (Figura - ) Trecerea de la o etapă a reacției la alta se realizează prin modificarea temperaturii amestecului de incubare • Denaturarea În prima etapă, este necesară desfășurarea dublului catenar de ADN prezent în probă Pentru a face acest lucru, amestecul de reacție este încălzit la - ° C, drept urmare moleculele de ADN dublu catenar se desfășoară pentru a forma două molecule monocatenar • Recoacerea În a doua etapă, primerii sunt atașați la ADN-ul țintă monocatenar Primerii sunt selectați astfel încât să limiteze fragmentul dorit și să fie complementari catenelor opuse de ADN Recoatarea are loc în conformitate cu regula Chargaff a complementarității, ceea ce înseamnă că timina este întotdeauna opusă adeninei într-o moleculă de ADN dublu catenar și CERCETARE DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE Orez - Schema de reacție și principiul amplificării ADN-ului țintă în PCR opusul guanina este citozina Dacă această condiție nu este îndeplinită, recoacerea grundului nu are loc După ce primerii sunt recoaciți, polimeraza Tod începe să completeze a doua catenă de ADN de la capătul ' al primerului • Alungire (sinteză) La a treia etapă, temperatura din amestecul de reacție este ajustată la optim pentru funcționarea TaN-polimerazei, iar sinteza celui de-al doilea lanț continuă cu eficiență maximă Astfel, în condiții ideale de reacție, câteva miliarde de copii ale unui amplicon de o anumită lungime sunt sintetizate în de cicluri PCR Această cantitate este suficientă pentru detectarea vizuală fiabilă a fragmentului, de exemplu, utilizând fluorimetria sau electroforeza pe gel STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE EFECT DE PLATEAU Procesul de acumulare a produselor de amplificare specifice într-o progresie geometrică durează doar un timp limitat, iar apoi eficiența sa scade critic Acest lucru se datorează așa-numitului efect de platou Termenul "efect de platou" este folosit pentru a descrie acumularea de produse PCR în ultimele cicluri de amplificare, când numărul de ampliconi ajunge la , - , pmol (ADN în cantitatea necesară pentru detectarea lor ulterioară) În funcție de condițiile și numărul de cicluri ale reacției de amplificare, momentul atingerii efectului de platou este afectat de: utilizarea substraturilor (dNTP-uri și primeri); stabilitatea reactivului (dNTP și enzimă); cantitatea de inhibitori, inclusiv pirofosfați și duplexuri de ADN; produse nespecifice sau primer-dimeri care concurează pentru primeri, dNTP-uri și polimerază; concentrație specifică de produs și denaturare incompletă la concentrație mare de produși de amplificare Cu cât concentrația inițială a ADN-ului țintă este mai mică, cu atât reacția atinge un platou mai devreme Acest punct poate veni înainte ca numărul de produse de amplificare specifice să fie suficient pentru a fi analizat PROTOCOL DE STUDIU PCR într-un laborator de diagnosticare este o tehnică destul de complexă, în mai multe etape, care necesită implementarea corectă a tuturor procedurilor Mai jos sunt prezentate principalele cerințe specifice pentru procesele de prelevare a probelor, izolarea materialului ereditar, efectuarea amplificării și înregistrarea rezultatelor, i e etapele preanalitice, analitice și postanalitice ale studiului COLECTIE DE MOSTRE Răzuirea celulelor epiteliale, sânge, plasmă, ser, lichid pleural și cefalorahidian, urină, spută, mucus și alte secreții biologice, probele de biopsie pot servi ca material clinic pentru cercetarea PCR Cu toate acestea, cele mai multe analize folosesc o răzuire a celulelor epiteliale și serul de sânge al pacientului ca probă Particularitățile metodei includ faptul că materialul necesar pentru studiu ar trebui să conțină potențial ADN-ul dorit (de exemplu, în marea majoritate a cazurilor, este imposibil să se detecteze microorganismul Chlamydia trachomatis în sânge, deoarece este un parazit intracelular a celulelor epiteliale ale tractului urogenital) IZOLAREA ACIZILOR NUCLEICI DIN MATERIAL BIOLOGIC În funcție de sarcinile stabilite, se folosesc diverse metode pentru izolarea acizilor nucleici din materialul biologic Esența metodelor este extracția acizilor nucleici din proba de testat și neutralizarea inhibitorilor PCR, În prezent, există metode expres pentru extracția ADN-ului care permit prelucrarea multor probe într-un timp relativ scurt cu costuri minime de muncă Dacă laboratorul se confruntă cu sarcina de a obține un preparat ADN mai pur sau de a detecta o probă cu copii reduse, există tehnici care permit purificarea cu puritate ridicată, dar necesită mai multă muncă AMPLIFICARE (MULTIPLICAREA FRAGMENTELOR SPECIFICE DE ADN) În această etapă, fragmente scurte de ADN specifice sunt acumulate în cantitatea necesară pentru detectarea lor ulterioară STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE DETECȚIA REZULTATELOR REACȚII Puteți înregistra rezultatul PCR fie la sfârșitul reacției ("punctul final"), fie pe parcursul întregii reacții (în timp real) PCR clasică presupune analizarea rezultatelor reacției în funcție de "punctul final" Pentru aceasta se utilizează electroforeza pe gel, analiza de hibridizare-enzimă (HIFA), detecția fluorescentă după PCR (FLASH) etc Diferite metode de detectare a rezultatelor PCR au avantajele și dezavantajele lor (Tabelele - ) si, de regula, se aleg in functie de sarcinile rezolvate de laborator Pentru a determina cantitatea de ADN din proba originală și pentru a monitoriza cinetica procesului, laboratoarele moderne folosesc metoda PCR cu detectarea în timp real a rezultatelor Tabelul - Compararea metodelor de detectare a rezultatelor PCR (D V Rebrikov, G A Samatov, Trofimov D Yu et al , ) Caracteristicile metodei Electroforeză GIFA Sistem flash și fluorometru "Gene" Sistem pentru detectarea rezultatelor PCR în timp real Timp de detectare aproximativ pentru de probe min min min min Contaminare cu produse PCR Ridicat Ridicat Scăzut Captarea datelor Manual Automat Automat Automat Posibilitate de utilizare a metodei în sisteme robotizate (combinație cu stații de pipetare) Absent Absent Absent Prezent Caracteristici Posibilitatea de a vedea rezultatul PCR sub forma unei benzi pe un gel, de a evalua cantitatea și calitatea amplificatului prin mai mulți parametri Creșterea fiabilității studiului datorită specificității probei față de amplificatorul țintă studiul datorită specificității probei față de amplificatorul țintă Posibilitatea de a evalua numărul inițial de copii ADN din probă PCR CU DETECȚIA REZULTATELOR LA sfârșitul reacției În timpul procesului PCR (în prezența ADN-ului dorit în biotest), copiile fragmentului său specific cresc exponențial La sfârșitul reacției ( - de cicluri), numărul de astfel de copii atinge valori la care devine posibilă înregistrarea fiabilă a rezultatelor reacției Înregistrarea rezultatelor PCR "la punctul final" se realizează în mai multe moduri: • metoda de electroforeză în gel de agaroză; • hibridizarea fragmentelor de ADN cu o sondă marcată, într-o placă, pe o membrană sau microplacă (biocipuri); • metode de detectare fluorescentă (folosind tehnologia de degradare a sondelor ADN) În ultimii ani, PCR a fost utilizată pe scară largă în practica de laborator pentru a identifica infecții precum trichomonaza, gonoreea, HIV etc Avantajul metodei este că este universală pentru diagnosticarea oricăror microorganisme și, prin urmare, nu prezintă dezavantajele metodelor de cultivare STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE dov asociat cu cerințele ridicate ale unui număr de microorganisme la condițiile de cultivare Avantajele includ și posibilitatea de a testa un număr mare de probe clinice Valoarea diagnostică a metodei PCR este recunoscută la nivel mondial În conformitate cu standardele europene pentru diagnosticarea și tratamentul bolilor cu transmitere sexuală ( ), sensibilitatea PCR în diagnosticul infecției cu chlamydia este de - %, specificitatea este de - % (Radcliffe K , ) PCR CU DETECȚIA REZULTATELOR ÎN TIMP REAL Metoda PCR cu detectarea în timp real a rezultatelor asigură înregistrarea automată a unei creșteri a semnalului fluorescent proporțional cu numărul de fragmente specifice de ADN sintetizate în timpul reacției (microorganisme, oameni, animale etc ) Reacția este efectuată și înregistrată automat de instrumente specializate pentru PCR în timp real Software-ul echipamentului poate traduce automat datele primite într-un format ușor de citit de către medicul de laborator În funcție de concentrația inițială a acizilor nucleici specifici (microorganisme, om etc ) din proba de testat, trecerea de la stadiul de inițiere la stadiul exponențial are loc la diferite cicluri (Fig - , vezi insertul color) Cu cât este mai mult ADN de interes în probă, cu atât mai devreme în ciclu dispozitivul va începe să înregistreze fluorescența; cu cât ADN-ul necesar este mai mic, cu atât mai târziu în ciclu va începe înregistrarea automată a fluorescenței Metoda PCR cu detectarea rezultatelor în timpul procesului de amplificare oferă o oportunitate de a cuantifica ADN-ul microorganismelor din materia primă, precum și de a utiliza analiza multiplex (analiza rezultatelor pe mai multe canale de detecție), ceea ce face posibilă detectarea unui număr mai mare de microorganisme în fiecare tub CARACTERISTICI ANALITICE PCR Sensibilitate Sensibilitatea teoretică a metodei PCR este de copie a genei dorite în proba de testat ( - µl de soluție de ADN) În mod ideal, un astfel de rezultat poate fi obținut cu pierderi minime de ADN în timpul izolării, absența factorilor de degradare a ADN-ului și modul optim de amplificare Cu toate acestea, în practică, sensibilitatea maximă a metodei PCR este de la la de genocopii per probă, care este valoarea de prag pentru o reacție convențională (calitativă) cu rezultate electroforetice Următorii factori pot afecta sensibilitatea metodei • Calitatea ADN-ului (ARN) extras • Impurități și aditivi (fenol, mucine etc ) • Parametrii de reacție Compoziția tamponului de reacție ❖ Temperatura și timpul de denaturare <> Temperatura de recoacere ■> Compoziția și lungimea corectă a grundurilor ❖ Numărul de cicluri PCR • Opțiuni de configurare PCR ("imbricat", multiplex etc ) În ciuda faptului că metodele PCR în timp real sunt în general mult mai sensibile decât metodele convenționale (electroforetice) de detectare (datorită însumării semnalelor pe parcursul reacției), sensibilitatea lor este afectată de aceiași factori asociați cu pregătirea probei, integritatea ADN-ului STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE și regim PCR acceptat Se crede că numărul minim de genocopii detectat prin PCR în timp real variază de la la în proba de testat, în funcție de optimitatea amestecului de reacție și de modul PCR Într-o astfel de situație, principala problemă este apariția unui semnal în probele de control negativ, care poate fi comparat cu valorile minime ale semnalului din probele de testare SPECIFICITATE Specificul trusei de diagnosticare PCR este capacitatea de a detecta ADN-ul doar al microorganismului dorit (microorganisme) Când se dezvoltă un sistem de testare specific pentru orice microorganism, se alege o regiune specifică a genomului unei anumite specii, care are cele mai semnificative diferențe între toate speciile strâns înrudite O altă sarcină în crearea unui sistem de testare PCR este selectarea corectă a primerilor care trebuie să îndeplinească o serie de criterii • Amorsele trebuie să fie specifice O atenție deosebită este acordată capetelor ' ale primerilor, deoarece din ele polimeraza Tag începe să completeze catena de ADN complementară Dacă specificitatea lor este insuficientă, este probabilă sinteza ADN-ului nespecific (benzi suplimentare, un frotiu solid pe electroforeză - "shmer") Evaluarea rezultatelor reacției devine dificilă, este ușor să se confunde un anumit produs de amplificare cu ADN străin sintetizat O parte din primeri și dNTP sunt consumate pentru sinteza ADN-ului nespecific, ceea ce duce la o pierdere semnificativă a sensibilității • Amorsele nu trebuie să formeze dimeri și bucle, de ex nu trebuie să se formeze catenele duble stabile prin recoacere a primerilor la ei înșiși sau unul la altul • Zona de recoacere a primerului trebuie să fie în afara zonelor de mutații, deleții sau inserții (inserții) în cadrul speciei sau alte specificități luate ca criteriu la alegerea primerilor Atunci când se lovește o astfel de zonă de recoacere, primeri nu vor apărea și, ca urmare, un rezultat fals negativ Secvențierea genelor Secvențierea directă a ADN-ului se bazează pe sinteza in vitro a regiunii studiate a genei folosind ADN polimeraza, dNTP-uri marcate și primeri, după care se stabilește poziția bazei nucleice marcate Metoda de determinare a secvențelor (secvențelor) de ARN citite dintr-un șablon ADN se bazează pe utilizarea fragmentelor de ADN radioactive Regiunile polinucleotidice scurte suferă o reacție de polimerază în prezența sau absența fiecăruia dintre cele dNTP (așa-numita metodă plus sau minus) În absența uneia sau a altei nucleotide, creșterea lanțului este întreruptă înaintea poziției sale corespunzătoare în lanțul ADN-ului original, iar dacă acestea sunt prezente, merge mai departe Produșii de reacție sunt fracționați prin electroforeză, comparați în lungime, și se trag concluzii despre pozițiile fiecăreia dintre cele nucleotide în fragmente scurte Această abordare este aplicabilă pentru secvențierea ADN-ului în regiuni mici ale genelor de fagi și virusuri O metodă modernă, mai eficientă și mai rapidă de secvențiere a ADN-ului se bazează pe copierea secțiunii ADN studiate folosind ADN polimeraza Principala diferență față de secvențierea directă este că una dintre nucleotide sub formă de dideoxiNTP (ddNTP) este adăugată la amestecul de reacție Când este inclus în ADN, creșterea lanțului se oprește, adică unul sau altul ddNTP servește drept "terminator" al sintezei Patru reacții cu fiecare dintre ddNTP sunt efectuate simultan cu proba de ADN studiată Apoi produsele de reacție STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE aplicat pe un gel de poliacrilamidă, se estimează lungimea lor relativă (adică locul întreruperii sintezei) și poziția unei nucleotide date în secvența situsului genei Era această metodă în anii a fost folosit în studiile clinice, în special în analiza diferențelor genetice subtile (variante genetice), care s-au dovedit a fi extrem de importante pentru identificarea trăsăturilor genetice moleculare individuale Această metodă a stat la baza tipizării aprofundate (de înaltă rezoluție) a genelor de histocompatibilitate (genele sistemului HLA) la donatori și primitori, deoarece transplantul alogen de măduvă osoasă este introdus pe scară largă în clinică Beneficiile metodelor de diagnostic clinic molecular Principalul avantaj al metodei PCR în diagnosticul agenților infecțioși în comparație cu metodele microbiologice clasice (cultivarea și identificarea izolatelor clinice) este viteza de execuție ( - ore) În comparație cu determinările imunologice (de exemplu, imunotestul enzimatic sau metodele imunofluorescente pentru detectarea antigenelor), ADN PCR este în multe cazuri o metodă mai sensibilă și mai economică (cel puțin pe piața internă a reactivilor corespunzători) În special, la diagnosticarea infecțiilor virale, în special a hepatitei C, ARN viral în plasma pacienților este detectat încă din primele zile ale bolii, în timp ce anticorpii specifici (obiectul principal al screening-ului imunologic pentru hepatita C) sunt detectați doar la - săptămâni după infectare La diagnosticarea papilomului, metodele biologice moleculare fac posibilă diferențierea tipurilor de virus oncogene și mai puțin patogenice, precum și identificarea virusului integrat în cromozomii umani, de exemplu conditii precanceroase La identificarea bolilor genetice (inactivarea proteinei din cauza unei mutații genetice), diagnosticarea ADN-ului a devenit o metodă mai practică de identificare a pacienților și a membrilor familiei care sunt purtători ai unei gene mutante în comparație cu metodele biochimice pentru determinarea metaboliților corespunzători Metodele biologice moleculare sunt deosebit de importante pentru diagnosticarea bolilor ereditare pentru care nu se cunoaște un substrat biochimic clar sau diagnosticul biochimic corespunzător este foarte costisitor Progresul diagnosticării genelor este asociat cu finalizarea cu succes a Proiectului genomului uman, în urma căruia a devenit cunoscută secvența normală de nucleotide din , % din genele umane Dacă sunt suspectate mutații rare ale genelor, se efectuează amplificarea și secvențierea ulterioară a segmentului selectat Studiile genetice medicale se referă în primul rând la cele mai frecvente boli genetice - fibroza chistică, fenilcetonurie, miodistrofie La depistarea oncogenelor specifice diverselor boli maligne, în special leucemii și limfoame, diagnosticul PCR (dacă este necesar, urmat de secvențierea produsului PCR) devine o metodă de diagnostic superioară metodelor de diagnostic imunochimic (imuno-histologic, fluorimetric de flux) în ceea ce privește sensibilitate și adesea în ceea ce privește cercetarea economiei instrumentaţie TIPURI DE AMPLIFICATOARE Pentru PCR se folosesc amplificatoare sau termocicloare Dispozitivul pentru PCR se bazează pe principiul ciclic CERCETARE DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE incalzire racire Aceste procese termice au loc de obicei în intervalul de temperatură de la °C (limita superioară) la °C (temperatura de depozitare a probei după finalizarea PCR) În prezent se folosesc aparate de amplificare care au o matrice cu godeuri pentru tuburi PCR standard (pentru sau μl) și un termoelement electric de tip Peltier pentru încălzirea-răcirea secvențială a acestei matrice Instrumentele pentru PCR de diferite modele diferă în principal prin capacitate (numărul de probe încărcate), materiale structurale (oțel, aluminiu, plastic etc ), elemente de design și interfață Cu ajutorul termocicloarelor, este posibil să se înmulțească secțiunile dorite de molecule de ADN (sau cADN derivat din ARN) în mii de copii Amplificatoarele ADN pot fi clasificate ca termostate specializate cu o temperatură care se modifică în timp în funcție de un anumit program În funcție de numărul de programe PCR efectuate simultan, ciclerii pot fi împărțiți în: • pentru modelele monobloc (un program într-un termobloc); • modele cu două sau mai multe unități care funcționează autonom; • modele cu posibilitatea unui gradient de temperatură într-un singur bloc ("T-gradient"), În funcție de sarcinile și metodele de contabilizare a amplificării, termocicloarele moderne pot fi clasificate; • dispozitive pentru PCR de înaltă calitate (doar incubare termică fără sistem de înregistrare a rezultatelor); • dispozitive pentru PCR și contabilizarea cantității de produs PCR la punctul final al reacției; • dispozitive de evaluare a dinamicii și înregistrarea rezultatelor PCR în timp real (rei-time PCR) Pentru multe modele de cicloare, este asigurată posibilitatea de programare și control prin intermediul unui computer SISTEME DE DETECȚIE PCR electroforeză Metoda clasică de detectare a rezultatelor PCR este separarea produselor sale (ampliconii) prin electroforeză pe gel de poliacrilamidă (PAAG) Această metodă este indispensabilă pentru detectarea produselor PCR cu mici diferențe de greutate moleculară Cu toate acestea, pregătirea PAAG este destul de laborioasă, ceea ce limitează utilizarea acestuia în studiile de masă În prezent, separarea produselor de amplificare se realizează cel mai adesea într-un gel de agaroză , - % Rezultatele sunt înregistrate în geluri care conțin bromură de etidio, care formează complexe chimice cu ADN-ul, care fluoresc intens atunci când sunt iluminate cu radiații ultraviolete Pentru a lua în considerare rezultatele reacției, se folosește un transiluminator În prezent, sunt utilizate sisteme de documentare video a imaginilor, care includ un transiluminator, o cameră video de înaltă rezoluție, un computer personal cu un produs software adecvat pentru înregistrarea și stocarea imaginilor Dezavantajele practice ale acestei metode de detectare sunt: • risc mare de contaminare cu produse de amplificare; • Obținerea numai a rezultatelor calitative ale reacției de amplificare (cuantificarea nu este posibilă) Analiză calitativă fără PCR În prezent, au fost dezvoltate dispozitive bazate pe fluorometre, în care, în locul cuvelor convenționale, se încarcă eprubete după PCR (care utilizează sonde ADN fluorescente specifice) Prin utilizarea STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE astfel de dispozitive, este posibil să se determine semnalul PCR prin prezența unei luminiscențe specifice, a cărei intensitate este proporțională cu cantitatea de produs PCR Avantajul acestei metode este că eprubetele după PCR nu trebuie să fie deschise și analiza unui întreg bloc de eprubete ( buc ) se realizează în câteva minute Acest lucru reduce probabilitatea contaminării spațiilor de laborator cu produse de amplificare, așa cum se întâmplă atunci când se utilizează electroforeza INSTRUMENTE PCR ÎN TIMP REAL Instrumentele pentru evaluarea PCR în timp real sunt un fel de hibrid între un ciclor și un fluorometru și vă permit să evaluați dinamica PCR direct în tuburi închise pe măsură ce produsul de amplificare se acumulează și să efectuați o analiză PCR cantitativă Specificitatea semnalului în PCR în timp real se datorează utilizării de sonde ADN speciale cu o etichetă fluorescentă În timpul procesului PCR, pe măsură ce sunt sintetizate din ce în ce mai multe copii ale regiunii genei dorite, acest lanț nucleotidic marcat este legat și distrus în mod specific odată cu eliberarea colorantului în mediu Pe măsură ce PCR continuă, elementele fotosensibile preiau citiri din fiecare dintre eprubete și introduc aceste date în memoria computerului În acest caz, o curbă dinamică de acumulare a produsului PCR este construită pentru probe individuale Volumele probelor analizate, timpul de analiză și temperatura de măsurare corespund cu cele pentru PCR convenționale Cu toate acestea, acest mod nu necesită timp suplimentar pentru procedurile legate de electroforeză, deoarece curbele de acumulare a produselor de reacție sunt disponibile imediat după sfârșitul PCR-ului cu timp roșu Calibrarea depinde de tipul de instrument disponibil Este necesar să se optimizeze parametrii unității optice și să se alinieze performanța godeurilor individuale și se realizează cu acei fluorocromi care etichetează sondele ADN utilizate Cuantificarea ADN-ului sau ARN-ului unui agent patogen în probele clinice poate fi extrem de importantă pentru prognosticul bolii și controlul terapiei Această tehnologie este implementată activ în laboratoarele ruse de diagnostic clinic Pe lângă posibilitatea de înregistrare cantitativă a rezultatelor reacției, avantajele indubitabile ale PCR real-rime includ fabricabilitatea ridicată a studiului și reducerea probabilității de contaminare a spațiilor de laborator cu produse de amplificare ECHIPAMENT PENTRU SECVENȚIREA AUTOMATĂ A ADN-ului Secvențierea automată în majoritatea instrumentelor de cercetare clinică este limitată la utilizarea metodei de terminare ddNTP În prima etapă, se efectuează reacțiile polimerazei de terminare, apoi separarea produselor de reacție prin microelectroforeză capilară Instrumentele moderne fac posibilă automatizarea procesului de separare a fragmentelor de ADN marcate fluorescent într-un gel de poliacrilamidă, obținerea tipului și distribuția emisiei de fluorofor, analiza ulterioară a datelor colectate și emiterea rezultatului final Pe lângă optimizarea reacției polimerazei, marcarea nucleotidelor specifice pentru reacție este critică Acest lucru se realizează prin includerea etichetei în primer sau în nucleotida care încheie reacția De exemplu, fiecare dintre cele patru NTP terminale este marcat cu propriul fluorofor, ceea ce face posibilă efectuarea tuturor celor patru reacții într-un tub și analizarea produselor de reacție într-o zonă de electroforeză În secvențierea automată, se folosesc fluorofori, a căror absorbție și emisie au loc în intervalul STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE zona de lungime de undă - nm (regiunea vizibilă a spectrului) sau - nm (regiunea infraroșu apropiat a spectrului) Sistemele optice și echipamentele de procesare a datelor ar trebui să minimizeze posibila suprapunere a spectrelor de emisie de radiații pentru fluorofori individuali Atunci când se analizează datele, trebuie luat în considerare faptul că unele molecule de fluorofor pot modifica sarcina (și, în consecință, mobilitatea) produselor de reacție în electroforeză, ceea ce poate provoca artefacte Enzimele utilizate pentru procedurile de secvențiere sunt ADN polimeraze recombinate care nu au activitate exonuclează și toleranță la încorporarea deoxinucleotidelor marcate Alegerea polimerazelor termosensibile sau termostabile este determinată de modurile de reacție (normală sau ciclică, adică de tip PCR) în funcție de sarcinile de secvențiere dintr-un caz particular Echipamentul de electroforeză pe gel de secvențiere trebuie să aibă o rezoluție suficient de mare pentru a separa fragmentele care diferă ca lungime doar cu o singură nucleotidă Separați fragmentele în modul de denaturare ( - % PAAG cu M uree) De obicei, electroforeza se efectuează în tampon Tris-borat O condiție importantă pentru electroforeză este omogenitatea temperaturii gelului și a ochelarilor O soluție excelentă pentru secvențierea automată este electroforeza capilară într-un tub de sticlă de - cm lungime cu un diametru capilar mic ( -J µm), care accelerează semnificativ procedura de separare Principalele modele de secvențiere automate Secvențierele moderne pot fi împărțite în funcție de tipul de electroforeză efectuată în plăci capilare și cu gel Acesta din urmă poate diferi în ceea ce privește numărul de coloranți detectați - unul, doi sau patru Secvențierele capilare sunt disponibile numai în versiunea care utilizează detectarea a patru coloranți fluorescenți excitați de radiația laser cu argon Separarea fragmentelor se realizează într-un gel de , mm grosime Excitarea fluoroforului și emisia ulterioară de fluorescență au loc atunci când fragmentul de ADN marcat trece prin zona de scanare Pentru a reduce efectul suprapunerii spectrelor de emisie, semnalul primit este trecut printr-o roată cu filtre înlocuibile secvenţial Ca rezultat, datele primare sunt seturi de patru numere (în funcție de semnalul trecut prin fiecare dintre filtre) pentru fiecare punct de scanare (pe lățimea gelului), colectate la intervale regulate de-a lungul electroforezei Secvențiatoarele cu plăci de gel detectează fluorescența de la unul la mai mulți coloranți Există mai multe modificări în funcție de tipul de laser, de direcția fasciculului de lumină excitantă În special, pe secvențiatorul MicroGene, separarea are loc în Li'croCe/casete de unică folosință umplute cu acrilamidă fotopolimerizabilă Înălțimea casetelor variază de la la mm, ceea ce permite secvențierea de la (caseta MicroCel ) la (caseta MicroCel ) nucleotide Un laser cu heliu-neon cu o lungime de undă de , nm este folosit ca sursă de radiație Raza laser este îndreptată peste gel Acest lucru a făcut posibilă abandonarea oricăror părți în mișcare și, în consecință, creșterea semnificativă a fiabilității dispozitivului și reducerea dimensiunii acestuia Secvențiatoarele care funcționează pe coloranți în regiunea infraroșu a spectrului se disting prin calitate înaltă După cum se știe, radiația infraroșie naturală nu este caracteristică macromoleculelor biologice și componentelor gelurilor de acrilamidă; prin urmare, este înregistrat doar semnalul de la colorant Sistemul cu două canale vă permite să evitați suprapunerea spectrelor de emisie (sunt distanțate) și să efectuați o secvențiere bidirecțională simultană (imediat STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNICĂ din doi primeri, fiecare dintre care este marcat cu propriul colorant) Sequencerul ADN IR este capabil să detecteze peste de nucleotide într-o singură cursă În secvențatorul ABI Prism , principala inovație este înlocuirea filtrarii fluorescenței optice cu filtrarea "virtuală" În timpul scanării, emisia de fluorescență este separată de lumina laser reflectată prin intermediul unui rețele de difracție și capturată de o cameră CCD Ca rezultat, cuantele de lumină sunt convertite în pixeli pe întregul interval de spectru de la la nm, iar analiza este efectuată Dimensiunea maximă posibilă a fragmentelor detectabile este de - de nucleotide O tehnologie similară pentru înregistrarea și procesarea datelor este utilizată în unele secvențiere capilare Aplicarea clinică a rezultatelor studiului METODE DE DIAGNOSTIC CLINIC MOLECULAR ÎN SCREENING {SONDAJE DE MASĂ) Un avantaj unic al metodelor biologice moleculare este capacitatea de a monitoriza în mod dinamic prezența și conținutul anumitor gene, ceea ce a făcut posibilă introducerea acestora în panourile de diagnosticare adecvate Principala cerință în etapa de screening a cercetării este sensibilitatea ridicată, cu suficientă specificitate a diagnosticului În special Utilizarea combinată a metodelor imunologice și a diagnosticului ADN permite examinări în serie pentru prezența hepatitei B, C și HIV- în grupuri speciale de risc În etapa următoare, este posibilă repetarea diagnosticelor cu caracter clarificator în grupurile selectate în timpul screening-ului cu rezultate îndoielnice sau pozitive Metode de diagnostic clinic molecular în stabilirea sau clarificarea diagnosticului bolii Clarificarea diagnosticului necesită nu numai o sensibilitate suficientă, ci și un grad ridicat de specificitate a definițiilor Sarcina analizei citologice în aceste situații este nu numai de a confirma diagnosticul, ci și, dacă este posibil, de a determina genotipul specific pentru a prezice evoluția bolii și a planifica regimuri optime de tratament CONTROL ÎN TIMPUL ȘI DUPĂ TRATAMENT Valoarea metodelor biologice moleculare este cea mai mare în terapiile specifice datorită sensibilității lor ridicate și capacității de a urmări niveluri minime de ținte ale genelor patologice, fie că sunt gene ale agenților patogeni infecțioși sau oncogene în boli maligne Dezvoltarea metodelor de evaluare semi-cantitativă și cantitativă a numărului de genocopii dintr-o probă (PCR în timp real) oferă o oportunitate unică de urmărire a dinamicii concentrațiilor de gene patologice (virusuri, microbi în tratamentul infecțiilor sau oncogene) în tratamentul leucemiei) în probe biologice De o importanță deosebită este diagnosticarea cantitativă PCR în hepatită și infecția cu HIV, deoarece momentul și intensitatea tratamentului specific în aceste cazuri depind în mare măsură nu numai de starea clinică, ci și de conținutul virusului în sângele periferic, precum și de genotipul virusului Răspunsul la terapie este determinat împreună cu îmbunătățirea tabloului clinic prin reducerea conținutului numărului de copii ale virusului în plasma sanguină STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE Un alt domeniu important de aplicare a diagnosticului genetic în dinamica bolilor este determinarea oncogenelor specifice reziduale în tratamentul intensiv al leucemiilor și limfoamelor De o importanță deosebită este diagnosticul cantitativ al bolii reziduale minime după transplantul de măduvă osoasă la pacienții cu leucemie, când remisiunea moleculară este considerată criteriul de vindecare (conținutul de celule cu o oncogenă patogenă este mai mic de la de leucocite în măduva osoasă sau sânge periferic) O parte la fel de importantă a monitorizării dinamice este determinarea regulată calitativă sau cantitativă a genelor patologice țintă pentru a evalua calitatea, durata remisiunii clinice obținute și detectarea precoce a recăderilor bolii CONTROLUL CALITĂȚII ȘI STANDARDIZAREA Având în vedere varietatea markerilor genetici determinați prin metode de diagnostic molecular și numărul mare de sisteme de testare disponibile pe piață pentru reactivi de laborator, corectitudinea rezultatelor obținute depinde de implementarea standard a principalelor etape de diagnosticare, și anume, pregătirea și depozitarea de probe biologice, procesul de preparare a probei și extracția acidului nucleic, compilarea amestecurilor PCR, modul de amplificare a ADN-ului și înregistrarea rezultatelor În acest sens, trebuie acordată atenție următorilor factori: • disponibilitatea unui certificat de înregistrare care să trimită echipamentul la dispozitive medicale (în special microdozatoare, termoblocuri, dispozitive de amplificare, mijloace de înregistrare și documentare a rezultatelor); • primirea, depozitarea și livrarea corectă a materialului (darea de instrucțiuni clare și detaliate medicilor și asistentelor); • performanța standard a procedurilor de pregătire a probelor, PCR, hibridizare și secvențiere ADN de către personalul de laborator Aceasta presupune atât lucrul strict conform protocoalelor stabilite în instrucțiunile de la producător, cât și respectarea regulilor generale de lucru în laboratoarele de biologic moleculară și a standardelor sanitare și epidemiologice cu control reciproc și continuitate a etapelor individuale ale studiului; • disponibilitatea certificatelor de diagnostic de laborator clinic și metode de cercetare în biologie moleculară pentru medici și personalul de laborator mediu al CDL și calificări relevante pentru biologii de cercetare; • Implicarea obligatorie a datelor din tabloul clinic și a metodelor de cercetare instrumentală de laborator într-o examinare cuprinzătoare a pacientului și evaluarea rezultatelor cercetării biologice moleculare Este important ca un medic CDL să înțeleagă esența și semnificația simptomelor existente ale bolii pentru a efectua o reexaminare sau o analiză în timp util a markerilor genetici moleculari suplimentari Specialiștii în diagnosticarea genetică au nevoie de contacte de lucru cu specialiști în imunodiagnostic, biochimie clinică și probleme de diagnosticare suplimentară a pacienților examinați CONTROL INTRALABORATOR Diagnosticarea genelor în majoritatea laboratoarelor este efectuată folosind sisteme comerciale de testare pentru PCR și/sau hibridizare ADN În multe dintre aceste sisteme, este prevăzută o așa-numită genă de control intern (IC), adică această genă ar trebui detectată în orice probă clinică biologică care conține acizi nucleici Prezența unui semnal VC clar indică faptul că pregătirea probei și izolarea acidului nucleic din această probă clinică a avut succes Fiecare trusă de diagnosticare vine cu o probă de control pozitiv care conține o probă din gena țintă (sub formă de ADN, la ADN, STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE plasmidă sau amplicon specific), precum și un control negativ (care poate fi o soluție tampon utilizată pentru dizolvarea ADN-ului), Aceste controale sunt supuse aceleiași procesări și amplificari ca și probele clinice de ADN studiate Corectitudinea studiului este confirmată de un semnal specific în controlul pozitiv și absența unui semnal în negativ Aceasta indică o activitate suficientă a componentelor sistemului de testare și absența unei contaminări semnificative a reactivilor utilizați în etapa de pregătire a probei și extragerea ADN-ului Probele de ADN și ARN izolate pentru diagnosticul genetic clinic de rutină trebuie păstrate cel puțin - luni la rece profund în cazul în care este nevoie de studii repetate sau suplimentare Controlul calității intralaborator se efectuează în mod regulat prin reanalizarea probelor pozitive și compararea acestora cu rezultatele loturilor curente Astfel de comparații sunt deosebit de importante atunci când treceți de la reactivii de la un producător la sistemele de testare de la o altă companie În activitățile interne de control al calității în laborator, echipamentele video pentru înregistrarea și stocarea rezultatelor cercetării au o importanță deosebită Pe lângă echipamentul obișnuit, pentru a ține cont de rezultatele PCR (transiluminator, cameră video), este necesar să existe un computer pentru salvarea imaginilor obținute, posibilitatea comparării și controlului acestora în momente diferite și cu diferite sisteme de testare CONTROL INTERLABORATOR Ca mijloc de control interlaborator în diagnosticul molecular, se desfășoară periodic sau dacă este necesar următoarele activități: • schimbul de probe de ADN și compararea rezultatelor obținute de diferite laboratoare și diferite sisteme de diagnosticare; • testarea ADN de confirmare a rezultatelor pozitive primare de la laboratoare cu experiență vastă în diagnosticarea unor agenți patogeni specifici (de exemplu HIV- , hepatita C) SISTEME DE CONTROL EXTERN DE CALITATE (EVALUAREA EFICIENȚEI CONTROLULUI INTRALABORATORI) Odată cu extinderea rețelei de laboratoare care utilizează metode de diagnostic molecular, au apărut probleme în standardizarea studiilor relevante În ultimii ani, în diverse țări s-au stabilit sisteme externe de control al calității pentru cercetarea biologică moleculară Având în vedere varietatea de gene determinate de metodele PCR și numărul mare de produse de diagnostic oferite pe piața testelor de laborator, sarcinile sistemului extern de control al calității par a fi destul de raționale și justificate Controlul calității cercetării biologice moleculare este unul dintre noile domenii de activitate ale Sistemului Federal de Evaluare Externă a Calității (FSVOK) al Federației Ruse Sarcina principală a acestui sistem de control este evaluarea parametrilor tradiționali de laborator Astfel, în , FSVOK a inclus de secțiuni cu participarea a peste de laboratoare din toată Rusia Peste de laboratoare au participat la programele de evaluare a calității PCR în , cu peste de comenzi pentru probe de control Majoritatea laboratoarelor au manifestat interes pentru diagnosticul infecțiilor urogenitale [Chlamydia trachomatis, Mycoplasma hominls, Ureapiasma urealyticum, Neisseria gonorrhoeae (aproximativ % din probele de control)], aproximativ % - în controlul diagnosticului PCR al hepatitei C și numai aproximativ % - în diagnosticul de tuberculoză Acest lucru indică, pe de o parte, o gamă destul de limitată de diagnostice PCR oferite de FSMOK și, pe de altă parte, o specializare restrânsă a studiilor de diagnostic molecular în majoritatea laboratoarelor clinice STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE Sisteme similare de control al calității pentru diagnosticarea genetică au fost create într-un număr de țări europene (Marea Britanie, Finlanda, Franța), acestea fiind încă limitate la o gamă mică de probe de control Astfel, sistemul Labquality (Universitatea din Helsinki) este angajat în principal în evaluarea calității diagnosticului Chlamydia trachomatis și Neisseria gonorrhoeae Controlul cantitativ al calității PCR nu a devenit încă larg răspândit la nivelul sistemelor naționale, deși sistemele de testare corespunzătoare, în special kiturile pentru diagnosticarea HIV- , hepatitei B și C și mostrele de control pentru acestea, sunt produse de o serie de companii din Rusia și in strainatate Problema este că în diagnosticul PCR cantitativ nu au fost încă dezvoltate standarde general acceptate pentru controlul cantitativ, care ar putea servi drept standarde de referință Sistemele de testare cantitative de la marile companii producătoare (Roche, Chiron etc ) după obținerea permisului de la autoritățile lor de supraveghere (FDA în SUA, etc ) pot fi utilizate pentru evaluări de referință informale ale rezultatelor de către alte laboratoare cu alte sisteme de testare Aplicarea diagnosticului PCR în diverse domenii ale medicinei Metodele de diagnostic molecular clinic sunt utilizate pe scară largă în țara noastră și sunt utilizate în diverse domenii ale medicinei, cum ar fi: • Obstetrică și Ginecologie; • oncoginecologie; • dermatologie și micologie; • imunologie (diagnostic HIV); • ftiziologie și pneumologie; • gastroenterologie şi hepatologie; • hematologie și oncologie; • neurologie, • urologie; • stomatologie; • studiul bolilor ereditare și al predispozițiilor la diferite boli etc Unele aspecte clinice ale aplicării metodelor moleculare sunt luate în considerare mai jos GINECOLOGIE ȘI OBSTETRICĂ Detectarea și identificarea agenților patogeni ai bolilor infecțioase sunt una dintre principalele sarcini ale microbiologiei medicale moderne În studiile microbiologice, apar situații în care utilizarea metodelor tradiționale culturale, precum și a metodelor moderne de diagnostic imunochimic, este insuficientă pentru a identifica agentul patogen, ceea ce obligă la crearea și implementarea unor metode fundamental noi pentru detectarea și identificarea agenților patogeni În ultimul deceniu, s-a înregistrat o dezvoltare rapidă a metodelor genetice de diagnosticare a bolilor infecțioase bazate pe detectarea unor secvențe de nucleotide specifice ale agenților infecțioși, printre care se numără metoda PCR și modificările acesteia (PCR și utilizarea sa pentru diagnosticare în dermatovenerologie, ) În diagnosticul infecțiilor cu transmitere sexuală, PCR și-a găsit locul pentru a rezolva următoarele probleme: • screening-ul florei oportuniste; • evaluarea eficacităţii terapiei; • cuantificarea încărcăturii virale STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE Datorită sensibilității sale ridicate, PCR face posibilă detectarea unui agent infecțios la un conținut minim în materialul de testat Acest lucru este necesar pentru cursul asimptomatic al procesului infecțios cauzat de microorganisme patogene condiționat Metoda PCR cu detecție în timp real permite studii multifactoriale ale compoziției calitative și cantitative a florei oportuniste Această analiză oferă clinicianului o idee despre starea biocenozei tractului urogenital, cauza etiologică a disbiozei și oferă posibilitatea de a prescrie cantitatea necesară de terapie PCR ca instrument sensibil și specific pentru studiul biocenozei tractului urogenital la femei este: • evaluarea cantitativă a florei oportuniste și normale a tractului urogenital, identificarea relațiilor dintre diferitele grupuri de microorganisme și masa bacteriană totală; • detectarea bacteriilor anaerobe obligatorii gram-pozitive greu de cultivat (Atopobium vaginae), bacteriilor anaerobe obligatorii gram-negative (Prevotella, VeshopeIIa spp , Porphyromonas spp , Fusobacteriufn spp , Eubactenum spp , Sfieatria, Megasphaeratrichiahia, Diacteriunî, Lachnob )", • Posibilitatea de observații dinamice Această tehnologie permite clinicianului să pună rapid un diagnostic și să înceapă un tratament dirijat etiologic pe baza stării unui anumit pacient La detectarea infecțiilor pre și perinatale în unitățile prenatale, se pune adesea problema prezenței infecțiilor active, mai ales când fătul este expus în stadiile incipiente de dezvoltare Acest grup de agenți infecțioși care sunt periculoși pentru fătul în curs de dezvoltare este adesea menționat prin abrevierea TORCH după literele lor inițiale • Toxoplasma gondii • Virusul rubeolei (Rubeola) • Citomegalovirus (Cytomegalovirns) • Virusul herpetic (Htxpesvlrus) În plus, lista extinsă include o serie de agenți infecțioși • Parvovirus (în special subspecia Vich) • Virusul Coxsackie B • Viruși gripali și paragripal, • Tulpini patogene de leptospira • Listeria (Lisferia manocytogenes) • Treponem palid În prezent, există truse PCR de diagnostic cu sensibilitate și specificitate ridicate pentru detectarea acestor agenți patogeni ONCOGINECOLOGIE Un loc aparte în oncoginecologie îl ocupă diagnosticul de papilomavirus uman (HPV) Diagnosticul papilomatozei a devenit fiabil numai odată cu apariția metodelor bazate pe detectarea acizilor nucleici - hibridizarea ADN-ului HPV și reacția în lanț a polimerazei În funcție de obiectivele și capacitățile laboratoarelor, sunt utilizate pe scară largă diverse tehnici de hibridizare PCR și/sau ADN Dintre aceste tehnici se remarcă HC II (Hybrid Capture P), care se distinge prin ușurința de implementare și specificitate În general, trebuie remarcat faptul că metodele bazate pe reacția de hibridizare sunt mai puțin sensibile la contaminarea accidentală a probelor în comparație cu diagnosticul PCR, ceea ce reduce frecvența rezultatelor fals pozitive Din zecile de tulpini de HPV, aproximativ / sunt considerate oncogene Prezența lor în organism este asociată cu un risc ridicat de a dezvolta cancer de col uterin, laringe STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE și alte tumori epiteliale De aceea, diagnosticarea genelor HPV în celulele prelevate din colul uterin este inclusă în numărul de studii de evaluare a gradului de risc de cancer la femei De câțiva ani, trusele de diagnosticare au fost utilizate pe scară largă pentru a detecta ADN-ul HPV , , , și o serie de alte tipuri oncogene, care sunt destul de potrivite pentru studiile de rutină Diagnosticarea mai precisă și mai sensibilă este posibilă folosind metode de hibridizare a ADN-ului molecular cu sonde ADN specifice corespunzătoare oncogenelor HPV Tiparea genetică a HPV este de importanță practică Acest virus care conține ADN aparține familiei de viruși PAPOVA (PApilloma, POlyoma și simian VAcuolatingvimses) Sunt cunoscute peste de tipuri de HPV, care au tropism diferit pentru epiteliul tractului respirator superior și sistemul anogenital, precum și niveluri diferite de oncogenitate Dintre acestea, se disting subtipuri de risc oncogen scăzut și ridicat Tipurile , , , , , de HPV cu risc scăzut sunt asociate frecvent cu papiloame exofitice benigne, în timp ce tipurile de HPV cu risc ridicat ( , , , , , , , , ) sunt găsit în - % din cazurile de forme preinvazive și invazive de cancer de col uterin (CC) Incidența cancerului de col uterin la femeile infectate cu HPV cu risc crescut crește în medie de de ori față de femeile neinfectate, astfel încât acest grup de pacienți necesită o monitorizare atentă, mai ales la grupele de vârstă mijlocie Detectarea HPV-urilor oncogene integrate în genomul celulelor infectate capătă o relevanță semnificativă Dacă virusul există într-o formă episomală (extracromozomială), infecția poate înceta de-a lungul anilor Odată cu integrarea genomului viral în cromozomii celulelor epiteliale și persistența infecției după vârsta de de ani, riscul de degenerescență malignă și dezvoltarea cancerului crește brusc, etc ), care sunt asociate cu persistența infecției cu HPV și complicațiile sale și sunt detectate în toate cazurile de cancer de col uterin, deoarece, conform datelor moderne, ele suprimă acțiunea genei p , un anti-oncogen cheie Au fost descrise un număr de metode PCR pentru genotiparea HPV și integrarea expresiei genelor în genom Abordările analitice utilizate de autorii autohtoni nu sunt mai puțin sensibile și specifice decât metoda standard (NSA- ) pentru identificarea subtipurilor HPV în diferite forme clinice de displazie cervicală Ele se bazează în principal pe metode de hibridizare a ARN-ului sau ADN-ului HPV cu sonde specifice E Pe lângă variabilitatea genelor HPV E și E , este studiată și variabilitatea genei E , un inhibitor al transcripției E și E În același timp, o evaluare comparativă a intensității semnalelor specifice genelor E și E face posibilă evaluarea provizorie a stării integrării HPV în genomul celulelor infectate DERMATOLOGIE Îmbunătățirea metodelor de diagnosticare și monitorizare a tratamentului infecțiilor fungice (micoze) este de mare importanță datorită incidenței mari a morbidității în rândul populației de toate grupele de vârstă Diagnosticul diferențial al leziunilor fungice ale pielii și unghiilor este de o importanță deosebită datorită diferenței dintre regimurile de tratament pentru micoze de diferite origini Simptomatologia clasică a micozelor face de obicei posibilă diagnosticarea bolii prin semne clinice Cu toate acestea, în multe cazuri, simptomele bolii sunt ușoare, mai ales în stadiul inițial al bolii sau după un curs de tratament Microscopia probelor studiate de piele și anexele sale nu este întotdeauna precisă cu o intensitate scăzută a infecției sau leziuni tisulare profunde STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE "Standardul de aur" în micologia medicală este o metodă precisă și fiabilă de cultivare a ciupercilor în medii microbiologice speciale Dezavantajul său este durata lungă de cultivare (până la săptămâni) și, în unele cazuri, absența creșterii fungice pe fundalul tratamentului ADN PCR permite diagnosticarea precisă și rapidă a tricofitozei (Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes, Tr flocccsum etc ), precum și a candidozei și aspergilozei Potrivit unor date, diagnosticarea ADN a ciupercilor patogene din probele de piele sau unghii este posibilă în - zile de la primirea materialului clinic HEMATOLOGIE ȘI ONCOLOGIE Este bine cunoscut faptul că terapia intensivă cu citostatice, împreună cu efectul antitumoral, are un efect imunosupresor pronunțat În acest sens, pacienții trebuie monitorizați în mod regulat pentru prezența infecțiilor sistemice sau locale, în primul rând de natură virală Astfel, infecția cu citomegalovirus sau parvovirus B poate determina suprimarea marcată a hematopoiezei Virusul Epstein-Barr însoțește uneori dezvoltarea limfoamelor Acest lucru este deosebit de important atunci când utilizați medicamente care suprimă sistemul imunitar (de exemplu, ciclosporină) după un transplant de măduvă osoasă În plus, după transfuzii multiple de eritrocite sau trombocite, pacienții trebuie verificați periodic pentru prezența virusurilor hepatitei B și C în plasma sanguină NEUROLOGIE În practica neurologică, apar adesea problemele diagnosticului diferențial al encefalitei și meningitei, precum și sarcina de a exclude neuroinfectiile la pacienții cu boli neurologice În acest caz, sarcina este de a identifica infecțiile virale (sau activarea lor) Se știe că mulți virusuri din grupul herpesului sunt neurotropice Deci, citomegalovirusul, herpesul simplex, zona zoster etc pot persista în organism decenii fără simptome clinice particulare O creștere a titrurilor de anticorpi specifici din clasa IgM, combinată cu tabloul clinic corespunzător și o reacție PCR pozitivă pentru acest virus, ridică problema terapiei antivirale De aceea, cele mai populare în clinica neurologică sunt ADN-ul PCR de citomegalovirus, herpes simplex, virusul Epstein-Barr și herpes zoster (zona zoster) În unele cazuri, este necesară determinarea ADN-ului virusului herpes tip VI, care este cauza probabilă a sindromului de oboseală cronică și poate provoca pneumonie În plus, în cazurile îndoielnice, este necesar să se excludă infecția cu chlamydia și toxoplasmoza la pacienți De o importanță deosebită (cu un istoric adecvat) este detectarea ADN-ului borreliilor - treponeame, purtate de căpușe și care provoacă borrelioză endemică transmisă de căpușe cu simptome cutanate și neurologice Cea mai bună opțiune este efectuarea de studii serologice (detecția anticorpilor specifici, în special o creștere a titrului anticorpilor din clasa IgM) folosind diagnosticul PCR ca metodă de clarificare Într-un număr de boli demielinizante (de exemplu, scleroza multiplă), tabloul clinic poate fi similar cu cel din neuroinfectiile subacute și cronice În aceste situații, în scopul diagnosticului diferențial, se efectuează un studiu PCR pentru prezența virusurilor herpes și borrelia în lichidul cefalorahidian FTIZITRIE ȘI PULMONOLOGIE Problemele diagnosticării la timp a tuberculozei au devenit foarte relevante în ultimii ani datorită creșterii incidenței Desigur, "standardul de aur" în ftiziologie este diagnosticul serologic și bacteriologic CERCETARE DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE Diagnosticul PCR al tuberculozei este utilizat ca metodă de confirmare pentru detectarea tuberculozei, în special cu localizarea extrapulmonară a leziunilor Există o selecție semnificativă de sisteme de testare comerciale pentru detectarea ADN-ului Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis și diagnostice complexe ale acestor specii Utilizarea PCR cu detectarea rezultatelor în timp real vă permite să efectuați un studiu extrem de sensibil atât într-o instituție medicală specializată, cât și într-o instituție medicală generală aflată deja în stadiu inițial (Smirnov S N ) Capacitatea de cuantificare vă permite să faceți o concluzie în timp util cu privire la gradul de pericol epidemic al pacientului În plus, studiul probelor pereche sau compararea materialului înainte și după începerea tratamentului face posibilă monitorizarea eficacității terapiei antituberculoase În ultimii ani au apărut metode de diagnostic genetic al tulpinilor de micobacterii rezistente la medicamentele antituberculoase În special, rezistența bacilului Koch la izoniazidă sau rifampicină este asociată cu mutații ale genelor microbiene Pentru a identifica "genele de rezistență" este necesar să se cultive o cultură pură de bacterii tuberculoase de la un anumit pacient ADN-ul este izolat din bacterii și supus amplificării (în varianta PCR multiplex) pentru a obține segmente de gene care pot conține aceste mutații Apoi, aceste produse PCR sunt supuse suplimentar hibridizării pe purtători (biocipuri) cu un set de sonde ADN specifice mutațiilor dorite Un rezultat pozitiv al hibridizării indică prezența unei mutații care provoacă rezistență la un anumit medicament și, prin urmare, pacientului ar trebui să i se prescrie un alt medicament Detectarea bacteriilor patogene în spută, lavaj bronhoalveolar și alte materiale biologice în bolile bronhopulmonare nespecifice (bronșită, pneumonie) se realizează de obicei prin metode bacteriologice și imunologice standard Cu toate acestea, dacă se suspectează infecții virale, diagnosticul PCR poate și trebuie efectuat (de exemplu, pentru virusurile gripale, paragripa, virusul respirator sincițial etc ) De o importanță deosebită este diagnosticarea în timp util a ciupercilor patogene, în special a genului Aspt rgillus, Candida, Mycog etc , la copiii mici, pacienții vârstnici și pacienții cu imunitate suprimată (de exemplu, după terapia intensivă citostatică pentru boli oncologice) Aici, metodele ADN PCR în ceea ce privește viteza, acuratețea și specificitatea diagnosticului sunt semnificativ superioare metodelor de cercetare convenționale utilizate în micologie (microscopia, cultivarea, determinarea galactomananilor specifici în plasma sanguină etc ) GASTROENTEROLOGIE ȘI HEPATOLOGIE La identificarea celor mai frecvente microorganisme patogene ale tractului gastrointestinal, domină metodele bacteriologice clasice Acest lucru se aplică metodelor standard de diagnosticare a colibacilozei, salmonelozei, campilobacteriozei, bazate pe cultivarea microorganismelor, detectarea antigenelor microbiene și evaluarea titrurilor de anticorpi specifici Diagnosticarea PCR a bolilor infecțioase ale intestinului este utilizată rar, de exemplu, pentru diagnosticarea ciupercilor patogene, a bacteriilor anaerobe sau a bolilor virale (în special, infecția cu enterovirus) Determinarea variantelor de gene ale microorganismelor poate fi efectuată pentru a identifica genotipuri deosebit de patogene (de exemplu, streptococ, Escherichia coli etc ) În ultimii ani, s-au dezvoltat metode de detectare a mutațiilor care conduc la rezistența la medicamente a microbilor la chimioterapie specifică Sistemele de testare interne pentru diagnosticarea PCR a genelor de rezistență la tetraciclină și eritromicină în populațiile de ureaplasmă sunt acum disponibile Detectarea genelor de rezistență trebuie efectuată în condiții curate STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE culturi de microorganisme, ceea ce mărește semnificativ durata și crește costul studiului Diagnosticul genetic este esențial în depistarea H pylori Detectarea directă a ADN-ului bacterian în probele locale și saliva este un factor de risc crescut pentru ulcerul gastric și complicațiile sale În acest caz, este necesar să se determine tulpinile patogene ale acestui microorganism (pozitive pentru cag, ru, cas și o serie de alte gene) Patogenitatea crescută a microorganismelor este asociată cu prezența unor factori specifici în ele, care pot fi toxine celulare, enzime care distrug țesuturile înconjurătoare, proteine care suprimă răspunsul imunitar etc Producerea acestor factori este controlată de genele corespunzătoare, care formează adesea așa-numitele insule de patogenitate în genom Cea mai importantă aplicație a diagnosticului genetic în hepatologie este detectarea hepatitei virale Virusurile hepatitei care pot provoca leziuni hepatice aparțin unor familii diferite și au proprietăți biologice diferite Tactica de tratare a bolii va diferi semnificativ în funcție de etiologie Astfel, diagnosticul etiologic adecvat al hepatitei virale este cea mai importantă sarcină, a cărei soluție este imposibilă fără utilizarea metodelor moderne de biologie moleculară, dintre care una este PCR PCR este utilizat pentru a examina persoanele de contact și pentru a detecta pacienții cu hepatită A mai devreme în focarele de infecție, deoarece ARN-ul virusului hepatitei A apare în sângele unui pacient cu hepatită A mult mai devreme decât anticorpii PCR în diagnosticul hepatitei B se utilizează: • pentru detectarea calitativă a ADN-ului; • diagnosticul precoce al hepatitei acute B - ADN-ul virusului hepatitei B este găsit în sângele unui pacient cu hepatită B în medie cu de zile mai devreme decât HB;Ag; • evaluarea cantitativă a încărcăturii virale; • detectarea tulpinilor mutante ale virusului hepatitei B; • depistarea formelor latente de hepatită virală B; • diagnosticul hepatitei cronice B; • monitorizarea eficacităţii terapiei antivirale PCR în diagnosticul hepatitei C permite: • stabilirea faptului de a fi infectat cu hepatita C; • stabilirea indicaţiilor tratamentului antiviral; • alege regimul optim de tratament; • evalua eficacitatea tratamentului Diagnosticul primar al hepatitei C se bazează în mod tradițional pe detectarea antigenelor și anticorpilor specifici Cu toate acestea, trece un timp semnificativ de la momentul infecției până la producerea de anticorpi (fereastră seronegativă) Detectarea ARN viral în plasma pacienților în stadiile incipiente ale infecției este un criteriu de diagnostic important Pericolul epidemiologic al hepatitei C joacă un rol deosebit, care dictează necesitatea screening-ului PCR în grupurile cu risc ridicat (în special, la pacienții cu transfuzii multiple de sânge, precum și în rândul dependenților de droguri "de seringi") Virusul hepatitei C (VHC) are o variabilitate genetică semnificativă În cursul mutațiilor genice, apar variante cu o compoziție antigenică alterată, ceea ce complică diagnosticul serologic De aceea, detectarea ARN viral prin PCR este singura metodă de diagnosticare precoce a acestei boli Când se decide chestiunea terapiei VHC și durata acesteia, vârsta fragedă a pacientului, nivelul scăzut de ARN VHC în plasma sanguină (sub genocopii IO în ml de plasmă), precum și anumite STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE genotipuri de virus ( sau ) Genotiparea HCV la pacienții PCR-pozitivi se realizează cu mostre de ADN complementar obținute din ARN viral prin transcripție inversă prin amplificarea regiunilor specifice tipului genomului Cel mai adesea în Europa există tipuri de virus, dintre care tipul b este prognostic mai puțin favorabil în Rusia, datorită dezvoltării mai frecvente a cirozei hepatice și a celui mai prost răspuns la terapia antiviral UROLOGIE Infecțiile urinare sunt o cauză frecventă a insuficienței renale, iar unele microorganisme patogene sunt un factor important în apariția urolitiazelor Cel mai adesea în tractul urinar sunt detectate următoarele microorganisme • Escherichia coli • Alte enterobacterii (Proteus Kieb^ielia Enterobacter, Citrobacter) • Pseudomonas aeruginosa • Enterococ • Staphylococcus saprophyticus • Staphylococcus aureus • Streptococcus agalactiae (grupa B) - mai ales la femei • Candida Mai puțin frecvente sunt microorganismele patogene și oportuniste precum Haemophilus influenzae, Haemophilus parainfluenzae, Blastomyces dermatitidis Prezența Neisseria gonorrhoeae este cel mai adesea examinată în clinică Gonococul este ușor de detectat prin microscopie și alte metode bacteriologice Diagnosticarea PCR a ADN-ului gonococic este efectuată destul de des, dar eficiența sa este mult mai mică decât era de așteptat Motivul pentru aceasta poate fi terapia antibiotică timpurie a pacienților în doze mari, care reduce drastic detectarea oricăror microorganisme patogene sensibile la acest medicament antibacterian Un alt microorganism, a cărui căutare este foarte relevantă, este Mycobacterium tuberculosis, în diagnosticul căruia diagnosticul biologic molecular joacă un rol clarificator după metodele clasice de cercetare bacteriologică Factorii microbieni ai uropatogenității pot sta la baza unor mecanisme semnificative care contribuie la formarea de cristale pe membrana mucoasă a tractului urinar și la apariția urolitiazelor Astfel, Proteus mirabilis și Corynebacierium urealyticum produc cantități semnificative de urază, enzimă care descompune ureea pentru a forma ioni de amoniu, crescând alcalinitatea urinei, ceea ce duce la facilitarea creșterii bacteriene și la formarea de calculi vezicii urinare S-a dovedit că tulpinile de bacterii ureaza-pozitive contribuie la creșterea pH-ului urinei, ceea ce duce la un risc crescut de formare a calculilor de oxalat și gruvit, cum ar fi Proteus mirabilis care pot forma biofilme, în special pe suprafața cateterelor urinare Creșterea intensivă a proteusului duce la depunerea rapidă a calculilor de calciu în lumenul cateterului și apariția unei surse potențiale de infecție urinară ascendentă Tulpinile de Proteus mirabilis cu urază pozitivă promovează alcalinizarea urinei, ceea ce creează condiții pentru formarea pietrelor Rolul direct al agenților patogeni infecțioși specifici în procesele de formare a pietrelor este destul de dificil de urmărit, deoarece microorganismele patogene în timpul formării pietrelor pot fi localizate atât pe suprafața lor, cât și în profunzimea acestor structuri Din acest motiv, rolul așa-numitelor nanobacterii (particule care conțin calciu mai mici de , μm) găsite în compoziția pietrelor la rinichi nu a fost încă stabilit S-a presupus că STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE Nanobacterii pot juca un rol în formarea rocilor, deoarece au fost asociate cu formarea depozitelor de carbonat Cu toate acestea, cercetările ulterioare nu au confirmat această teorie, deoarece microorganismele izolate erau cunoscute anterior ca floră saprofită Astfel, în practica urologică, are sens să se caute markeri microbieni asociați cu creșterea alcalinității urinei și cu riscul de apariție a calculilor Deoarece multe dintre aceste bacterii nu sunt cultivate suficient de eficient, utilizarea diagnosticelor ADN pentru a detecta și cuantifica aceste bacterii în urină și pe membranele mucoase este o modalitate promițătoare de a evalua factorii de risc pentru urolitiază și alte boli urologice STOMATOLOGIE Unele dintre cele de tipuri de microorganisme care locuiesc în cavitatea bucală joacă un rol important în dezvoltarea bolilor inflamatorii ale dinților și gingiilor Deci, la grupele de vârstă mai înaintate, prezența bacteriilor anaerobe în regiunea subgingivală este un semn al dezvoltării parodontitei Diagnosticarea PCR a acestor microbi începe să fie folosită în principal pentru a justifica terapia antimicrobiană Am studiat frecvența de detectare a microorganismelor - markeri ai smalțului și bolilor parodontale în diferite grupe de vârstă ale populației ruse Detectarea ADN a Actinobacillus actinimycetemcomitans (AA), Porphyromonas gingivalis (PG), Bacteroidesforsythus (BF) a fost efectuată în probe standard de biomaterial din cavitatea bucală Un total de de persoane au fost examinate în patru orașe ale Rusiei (Sankt Petersburg, Ekaterinburg, Nijni Novgorod și Novosibirsk) în cinci grupe de vârstă ( , , , , de ani și peste) a câte de persoane în fiecare Ambele sexe au fost reprezentate în mod egal în subgrupuri Au fost prelevate probe de pe suprafața limbii, supragingival și subgingival ADN-ul PCR specific genei al bacteriilor parodontale a fost efectuat folosind o metodă multiplex Atât în eșantionul general, cât și în regiunile individuale, s-a dovedit că frecvența de detectare a microflorei a fost cea mai mare în probele de placă supragingivală și s-a ridicat la , % pentru AA, , % pentru PG și , % pentru BF S-a observat o dinamică clară legată de vârstă a detectării microorganismelor în cavitatea bucală, începând cu grupul de - ani Detectarea maximă a AA, BF și PG a fost observată la grupele de vârstă mai înaintate Datele obținute arată o sensibilitate suficient de mare a diagnosticului PCR, ceea ce face posibilă evaluarea severității parodontitei și eficacitatea tratamentului IMUNOLOGIE Prezența anticorpilor împotriva HIV în sângele pacientului poate servi doar ca un marker indirect al infecției cu HIV, așa că se utilizează o metodă de diagnostic direct (PCR) Diagnosticul primar al HIV- se realizează în probe de plasmă și ser folosind truse de diagnostic serologic bazate pe detectarea antigenelor HIV specifice și a anticorpilor antivirali O problemă importantă este de a determina dinamica procesului patologic la persoanele infectate cu HIV, în special numărul de particule virale din sânge (așa-numita încărcătură virală) Acest indicator este determinat prin metode cantitative PCR Se efectuează izolarea, ARN viral, transcrierea inversă a acestuia pentru a obține ADN complementar (ADNc) Cantitatea de virus din probă este calculată din conținutul acestui ADNc din volumul de reacție Astfel, utilizarea PCR permite rezolvarea unui număr de probleme urgente de diagnostic, cum ar fi: • depistarea precoce a infecției cu HIV: • determinarea încărcăturii virale; CERCETARE DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE • Examinarea copiilor născuți din mame infectate cu HIV; • ca test de confirmare a rezultatelor imunoblot discutabile; • monitorizarea bolii Analiza genelor de rezistență la medicamente ale virusului imunodeficienței umane (HIV- ) este de mare importanță Sunt cunoscute zeci de mutații ale genelor proteazei și revertazei HIV- , ceea ce duce la dezvoltarea rezistenței sale la terapia cu medicamente inhibitoare Această generație de medicamente formează baza terapiei antiretrovirale moderne, întârziend semnificativ dezvoltarea SIDA și facilitând cursul acesteia Metodele de diagnosticare a acestei clase de mutații HIV- , inclusiv testele de hibridizare, metodele de secvențiere directă, sunt semnificativ mai scumpe decât PCR convenționale, dar acest studiu ar trebui efectuat înainte de începerea unui tratament costisitor cu medicamente inhibitoare adecvate STUDIUL BOLILOR EREDITARICE ȘI REDISPOZIȚII LA DIVERSE BOLI Cea mai relevantă direcție în utilizarea PCR în prezent este studiul geneticii umane, și anume, predispozițiile la diferite boli Potrivit diferitelor estimări, există între și milioane de SNP-uri în genomul uman Polimorfismele de nucleotide punctiforme, precum și leziunile genetice mai mari (deleții, aberații cromozomiale), sunt un factor de risc pentru dezvoltarea multor boli și determină eficiența metabolismului diferitelor substanțe O caracteristică a acestor rearanjamente genetice este că s-ar putea să nu se manifeste mult timp, iar mecanismul de declanșare poate fi alimentația, sarcina, luarea anumitor medicamente, stilul de viață și alți factori Astfel, certificarea genetică este de mare importanță nu numai pentru genetica umană, ci și pentru medicina practică PERSPECTIVE DE DEZVOLTARE Printre perspectivele de dezvoltare a metodei, trebuie remarcate: • creşterea acurateţei şi fiabilităţii analizei, care depind de reactivii utilizaţi în laborator (sisteme de izolare şi amplificare a acizilor nucleici); • extinderea gamei de studii, care va crește cererea pentru metoda PCR; • creșterea vitezei de analiză, ceea ce va crește productivitatea laboratorului de PCR; • posibilitatea integrării echipamentelor PCR în linii automatizate, ceea ce va reduce semnificativ erorile asociate muncii personalului Odată cu introducerea tehnologiilor moderne în practica diagnosticului clinic, problema dotării acestor tehnologii cu un cadru de reglementare modern (recomandări metodologice, instrucțiuni, reguli sanitare, control tehnic, programe de pregătire a personalului etc ) este acută BIBLIOGRAFIE Dmitriev A V , Kantikova M Mikula I , Totolian A A Factorii și genetica patogenității streptococilor de grup B // Microbiologie, epidemiologie și imunologie - - Nr - S - ' Reacția în lanț a polimerazei și aplicarea acesteia pentru diagnosticare în dermatovenerologie / Ed A A Vorobyov - M " - p Radchenko V G , Stelmakh V V , Kozlov V K Optimizarea terapiei etiopatogenetice pentru hepatita cronică C - Sankt Petersburg: MAPO, - p STUDII DE LABORATOR DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE Rebrikov D V , Samatov G A , Trofimov D Yu et al PCR în timp real - M : Binom , - ] p Radcliffe K Standarde europene pentru diagnosticul și tratamentul bolilor cu transmitere sexuală - M , - p Safronnikova N R , Zaraisky M I , Chukhlovin A B Factori de risc oncologici in infectia papilomatosa // Vopr oncol - - T Nr - S - Senchuk A Ya , Dubossary Z M infectii perinatale - M : Agenţia de Informaţii Medicale, - p Smirnov S N Perspective pentru utilizarea metodologiei PCR în diagnosticul tuberculozei // Rezumate ale raportului la conferința Societății Ruse de Ftiziologi - M mai Legea federală nr -FZ din iulie (modificată la decembrie ) "Cu privire la reglementarea statului în domeniul activităților de inginerie genetică" capitolul Cercetare biochimică Acest capitol conține informații despre testele biochimice utilizate cel mai frecvent în practica clinică Utilizarea cercetării biochimice în diagnosticul clinic se bazează pe idei fundamentale despre compoziția chimică a celulelor și fluidelor biologice ale corpului uman, procesele metabolice care au loc în mod natural în acestea, relația specifică a anumitor compuși și substanțe cu funcțiile organelor și sisteme fiziologice, tulburări biochimice primare care provoacă anumite boli cauzate de boli încălcări secundare ale echilibrului biochimic Dintre toată abundența de compuși găsite vreodată în țesuturile și fluidele biologice ale corpului uman, în studiile clinice și biochimice, se atrage atenția asupra acelei părți a compușilor, a cărei detectarea sau măsurarea conținutului face posibilă caracterizarea fiabilă o anumită funcție a corpului sau starea unui anumit organ, adică poarta informatii de diagnostic Prin urmare, din aproximativ milioane de proteine din corpul uman, aproximativ sunt studiate în practica zilnică de laborator (deși în cursul căutării de noi compuși proteici importanți din punct de vedere diagnostic, de exemplu, pentru diagnosticul oncologic, sunt studiate mii de molecule de proteine ca parte a studiilor de proteom) Rezultatele studiilor clinice și biochimice fac posibilă nu numai înțelegerea mai bună a mecanismelor patogenezei anumitor boli, ci și crearea de algoritmi de diagnostic folosind biomarkeri destul de specifici și sensibili ai proceselor patologice dorite Sfera cercetării clinice și biochimice acoperă o gamă largă de analiți cu diferite caracteristici ale structurii și proprietăților lor, de la ioni simpli și molecule organice mici până la compuși macromoleculari complecși care îndeplinesc funcțiile de cataliză și reglare a proceselor metabolice În acest sens, în chimia clinică modernă, se obișnuiește să se subdivizeze analiții studiați în clase separate în funcție de caracteristicile lor Orientările folosesc diferite abordări pentru a clasifica și trata analiții chimici clinici: • caracteristici structurale (ex proteine, lipide, carbohidrați); STUDII BIOCHIMICE • asocieri cu functia anumitor organe (ex functia ficatului, rinichilor); • rol funcţional propriu (de exemplu, hormoni şi mediatori, factori ai echilibrului acido-bazic); • asocieri cu leziuni ale anumitor organe și sisteme (de exemplu, biochimia diabetului zaharat, modificări biochimice în tulburări neurologice și psihiatrice) Acest ghid aplică clasificarea analiților în funcție de principalele lor funcții în metabolism: enzime, substraturi și produși ai reacțiilor chimice, proteine individuale, gaze și electroliți, vitamine și mediatori bioactivi În cadrul fiecărei clase, testele biochimice sunt aranjate în ordine alfabetică Sunt date informații despre fiecare analit studiat într-un laborator practic: caracteristica biochimică principală, date despre structură, materialul (probă) studiat, limitele de referință, utilizarea clinică și factorii de influență Testele de laborator pot fi efectuate într-o varietate de moduri, cu limite de referință specifice, pregătirea pacientului, colectarea și depozitarea materialelor și interferența medicamentelor De aceea, la descrierea unor teste, valorile limitelor de referință sunt corelate cu o anumită metodă de cercetare, precum și cu vârsta și sexul În studiile biochimice, se evaluează semnificația clinică a unui set de indicatori, fiecare având o semnificație specifică Când se utilizează date de laborator în diagnosticul clinic, medicul compară de obicei rezultatul studiului cu valorile adecvate pentru starea de sănătate (limite de referință) În acest sens, trebuie avute în vedere limitele utilizate de laboratorul dat Acest lucru este necesar deoarece în absența tehnologiilor standardizate și atunci când laboratoarele folosesc sisteme de testare analitică care nu sunt calibrate de un singur calibrator, limitele de referință pot diferi semnificativ de valorile date în literatură Standardizarea metodelor se realizează prin aplicarea recomandărilor internaționale: DGKC - recomandări ale Societății Germane de Chimie Clinică, IFCC - recomandări ale Federației Internaționale de Chimie Clinică Din păcate, în practică, laboratoarele pot folosi metode care diferă de cele recomandate de organizațiile profesionale de specialiști Informațiile oferite pentru fiecare analit cu privire la posibilele situații asociate cu creșterea sau scăderea concentrației sau activității acestuia se datorează faptului că multe componente ale celulelor și biofluidelor sunt polifuncționale, acestea putând fi influențate de multe procese care au loc simultan în organism Trebuie folosite metode pentru a evalua specificitatea diagnostică și sensibilitatea testului, valoarea sa predictivă în raport cu patologia dorită La interpretarea rezultatelor studiilor este la fel de important să se țină cont de prezența unor posibili factori de influență: medicamentele utilizate și alte proceduri medicale, condițiile înainte de prelevarea unei probe de biomaterial (ora din zi, consumul de alimente, activitatea fizică) etc există o instrucțiune specială, se prelevează sânge pentru studii biochimice de rutină dintr-o venă dimineața pe stomacul gol ( - ore după ultima masă) Trebuie luat în considerare faptul că impactul asupra rezultatului studiului medicamentelor enumerate în descrierea testelor și alți factori depinde de caracteristicile individuale ale pacientului, regimurile de tratament etc STUDII BIOCHIMICE ENZIME Activitatea enzimelor este determinată în scopuri de diagnostic în ser, secrete, lichid tisular Enzimele au specificitate de substrat, adică numai anumite reacții pot fi catalizate de o anumită enzimă Majoritatea enzimelor din serul sanguin sunt enzime tisulare care intră în sânge ca urmare a distrugerii sau secreției celulare În ciuda faptului că concentrația de enzime în celule este cu - mai mare decât în plasmă, în mod normal, în plasmă se înregistrează doar o activitate foarte mică Motivele creșterii activității enzimatice în patologie sunt: deteriorarea directă a membranelor celulare, în special a virusurilor și compușilor chimici; hipoxie, anoxie și ischemie tisulară; uneori activitatea enzimelor crește ca urmare a sintezei crescute în țesuturi Există enzime care sunt prezente doar într-un anumit țesut sau unul dintre țesuturile în concentrație mare Când acest țesut este deteriorat, în sânge apar enzime specifice unui organ (Tabelul - ) Tabelul - Specificitatea enzimelor pentru diagnosticul patologiei Enzimă Organ Valoarea diagnostică a-Amilază Pancreas, glande salivare Pancreatită acută, otita medie ALT Boli hepatice ale parenchimului hepatic AST Miocard, ficat infarct miocardic, boală a parenchimului hepatic, leziuni ale mușchilor scheletici ggt Ficat Patologia căilor biliare, alcoolism kk Mușchi scheletici, inimă, mușchi netezi Infarct miocardic, leziuni ale țesutului muscular CF Prostată, țesut osos Adenom, cancer de prostată, boli metabolice ale țesutului osos LDH Ficat, inimă, mușchi scheletici, eritrocite, trombocite, ganglioni limfatici Boală parenchimatoasă hepatică, infarct miocardic, hemoliză, eritropoieză ineficientă, limfoame Lipază Pancreas Pancreatită acută Colinesterază Intoxicație cu organofosfati hepatici, boală a parenchimului hepatic ALP Ficat, tesut osos, intestine, rinichi Boli metabolice ale tesutului osos, patologie hepatobiliara UNITATE DE ACTIVITATE A ENZIMELOR În sistemul SI, unitatea de activitate a enzimei este catal (cat), care corespunde cantității de enzimă care transformă mol de substrat în s Odată cu modificarea activității enzimelor din katali, o unitate a cantității unei enzime poate fi caracterizată și printr-o altă cantitate - o unitate internațională (UI); cantitatea de enzimă care catalizează conversia a micromol (µmol) de substrat în min În acest caz, activitatea volumetrică a enzimei este exprimată ca UI/L, iar activitatea specifică este exprimată ca UI/mg proteină Dacă este necesară exprimarea rezultatelor în cataloage, rezultatele finale trebuie recalculate conform algoritmului prezentat mai jos Unit Factor de conversie Unit mkat/l U/l ncat/l , U/l U/D , mkat/l U/l , ncat/l STUDII BIOCHIMICE CARACTERISTICI PREANALITICE Cerințele preanalitice în studiul enzimelor sunt de același tip Dacă nu există o indicație specială, pentru studiile biochimice de rutină, se prelevează sânge dintr-o venă dimineața pe stomacul gol ( - ore după ultima masă) Trebuie evitată hemoliza; înainte de studiu, serul poate fi păstrat o zi la temperatura camerei, o săptămână - la + °C Alanina aminotransferaza Alanina aminotransferaza (ALT) aparține grupului de aminotransferaze care conțin piridoxal fosfat, un derivat al vitaminei B , ca coenzimă; ALT catalizează reacția reversibilă de dezaminare a aminoacidului alaninei Produsul de dezaminare (piruvat) este metabolizat în mai multe direcții, inclusiv dezintegrarea cu eliberare de energie, sinteza glucozei etc Cea mai mare activitate a enzimei se găsește în ficat (citoplasma hepatocitelor), pancreas, inimă, mușchii scheletici, eritrocite și rinichi Limite de referință (indicative): - UI/l UTILIZARE CLINICĂ Identificarea și evaluarea severității sindromului citolitic în diagnosticul și monitorizarea bolilor hepatice Testul este utilizat împreună cu definiția AST Într-un curs tipic de hepatită virală acută, hiperaminotransferazemia se dezvoltă la % dintre pacienți cu o săptămână înainte de apariția simptomelor clinice (la aproximativ % dintre pacienți - cu zile înainte de hepatomegalie sau icter, în % - zile înainte de icter) Hiperaminotransferazemia atinge un maxim (creștere în de - ori sau mai mult) în a -a- -a săptămână de boală, care practic coincide cu apariția icterului sau severitatea clinică maximă a bolii La % dintre pacienți, activitatea ALT este mai mare decât activitatea AST, dar cu leziuni parenchimatoase severe, poate exista un raport invers, care este asociat cu "scurgerea" în sânge nu numai a izoformei citoplasmatice, ci și a mitocondriale AST (ALT este localizat în citoplasma hepatocitelor) Normalizarea indicatorilor are loc de obicei prin - săptămâni de boală (la unii pacienți - în decurs de de zile) Prelungirea perioadei de hiperaminotransferazemie poate indica tranziția unui proces acut într-unul cronic, dar nu este întotdeauna posibil să se judece sfârșitul procesului patologic în ficat prin acest test Absența hiperaminotransferazemiei nu exclude cronicitatea procesului În hepatita alcoolică acută, există o creștere a activității aminotransferazelor, în majoritatea cazurilor de - ori (nu mai mult de ori); de regulă, activitatea AST crește într-o măsură mai mare decât ALT, ceea ce se explică prin deteriorarea toxică nu numai a hepatocitelor, ci și a miocitelor și cardiomiocitelor În hepatita cronică persistentă fără exacerbare, activitatea aminotransferazelor din serul sanguin se află, de regulă, în intervalul de referință; în timpul unei exacerbări este crescută la - % dintre pacienți, dar relativ puțin - de - ori În formele ușoare de hepatită cronică activă, activitatea enzimatică poate fi aceeași ca și în hepatita cronică persistentă; în formele mai severe, o creștere a activității aminotransferazei la - % dintre pacienți este de obicei în intervalul de la , la peste limitele de referință (normal) O creștere a activității enzimatice este însoțită de: • boli hepatice acute și cronice cu afectare a parenchimului de orice etiologie (hepatită, ciroză, colestază intra și extrahepatică, mononucleoză infecțioasă); • șoc, insuficiență cardiacă cu congestie hepatică; • metastaze canceroase la ficat, cancer hepatic primar; STUDII BIOCHIMICE • infarct miocardic acut, miocardită acută, miopatie; • traumatisme sau leziuni chirurgicale ale mușchilor scheletici, ficatului, miocardului; • gangrena; • miozita, dermatomiozita; • anemie hemolitică, anemie megaloblastică; • infarct renal, infarct pulmonar, pancreatită acută FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Activitate crescută: hemoliză ip vo/vo sau in vitro, terapie cu heparină, contraceptive orale, izoniazidă, codeină, cortizon, medicamente hepatotoxice Alfa amilază totală O enzimă care catalizează descompunerea hidrolitică a polizaharidelor alimentare - amidon și glicogen în maltoză Este secretat în cavitatea bucală de către glandele salivare (izoenzime amilaze de tip S) și în tractul gastrointestinal de către pancreas (izoenzime amilaze de tip P) Țesuturile cele mai bogate în enzimă sunt glandele salivare parotide și pancreasul Activitatea amilazei semnificativ mai scăzută se găsește în mucoasa intestinală, ficat, plămâni, mușchii scheletici, rinichi și trompele uterine Principala sursă a enzimei din serul sanguin sunt în mod normal glandele salivare ( %) și pancreasul ( %) Ambele izoenzime ale α-amilazei au o greutate moleculară de aproximativ kDa, prin urmare sunt filtrate în rinichi și excretate în urină Cu toate acestea, în compoziția urinei, o proporție mai mare cade pe izoenzima pancreatică Limitele de referință sunt prezentate în tabel - Tabelul - Limitele de referință pentru alfa-amilaza totală în ser Vârsta U/l mkat/l Până la un an - , - , - ani - , - , > ani - , - , UTILIZARE CLINICĂ În pancreatita acută, activitatea amilazei în sânge începe să crească la - ore după un atac de durere, atinge un maxim după - de ore, depășind limita superioară a limitelor de referință de - ori, în funcție de gradul de permeabilitate a canalului și dimensiunea leziunii parenchimului pancreatic În pancreatita necrozantă, hiperamilazemia este mai mare decât în pancreatita edematoasă În cazul pancreatitei acute hemoragice necrozante cu distrugere extinsă a pancreasului, amilaza din sânge poate să nu crească sau chiar să scadă, ceea ce este un semn de prognostic slab În spitale, incidența hiperamilazemiei la pacienții cu pancreatită acută este de - % În pancreatita cronică, un studiu de amilază poate detecta o exacerbare (studiile instrumentale și unele teste cu stimulare enzimatică sunt mai informative pentru diagnosticul pancreatitei cronice), în timp ce nivelul hiperamilazemiei, precum și hiperamilazuriei și hiperlipazemiei, este mai mic decât în pancreatita acută Valoarea testelor de depistare a exacerbărilor scade pe măsură ce în pancreas se dezvoltă un proces atrofic-sclerozant, manifestat prin hiposecreție enzimatică Cel mai sensibil indicator enzimatic al exacerbărilor pancreatitei cronice și mai specific decât alfa-amilaza, un marker al pancreatitei acute este o creștere a izoenzimelor P ale amilazei (pancreatice) în serul sanguin STUDII BIOCHIMICE O creștere a activității enzimei în sânge de - ori este însoțită de: • pancreatita acuta; • insuficiență renală; • cetoacidoză diabetică severă; de până la ori: • chistul sau pseudochistul pancreasului; • colecistită acută; • perforarea unui ulcer gastric; • obstructie intestinala; • traumatisme abdominale; • perforație în timpul sarcinii ectopice (ieșirea amilazei trompelor uterine în fluxul sanguin); • boli ale glandelor salivare - oreion, calculi în glanda salivară sau ductul acesteia; • infarct miocardic (în unele cazuri); • intoxicație acută cu alcool; • macroamilazemie (formarea de complexe amilaze cu proteine plasmatice cu o greutate moleculară mare) și, prin urmare, excreția redusă a amilazei de către rinichi (poate fi la persoanele sănătoase); • unele tumori pulmonare si ovariene FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Activitate crescută: medicamente care provoacă contracția sfincterului lui Oddi (analgezice narcotice, betanecol*, secretină etc ), unele antibiotice, sulfonamide, examinarea cu raze X a glandelor salivare și a canalelor acestora Amilaza urinară Material: porție aleatorie sau urină zilnică Colectarea urinei zilnice: dupa urinarea dimineata, marcati ora si colectati urina timp de de ore intr-un recipient uscat si curat depozitat la loc racoros; după colectarea urinei, amestecați, măsurați volumul, indicați-l în direcția de analiză; se toarnă aproximativ ml într-un recipient pentru cercetare și se trimite la laborator Înainte de examinare, urina poate fi păstrată timp de zile la temperatura camerei, zile la + °C, săptămâni la - °C Limite de referință: - U/L sau , - , µkat/L UTILIZARE CLINICĂ Diagnosticul și monitorizarea sindromului citolitic în pancreatita acută și cronică, mai rar - detectarea oreionului O crestere a excretiei de amilaza de catre rinichi apare dupa dezvoltarea hiperamilazei, fiind intarziata cu - ore Gradul de crestere a amilazei in urina este intotdeauna mai pronuntat decat in sange Cauza amilazuriei nu este doar hiperamilazemia, ci și clearance-ul crescut al enzimei datorită suprimării reabsorbției tubulare în pancreatită Amilazuria poate persista câteva zile după normalizarea nivelurilor serice de amilază Trebuie luată în considerare dependența acestui indicator de rata de filtrare glomerulară, acesta putând fi modificat în pancreatită și mai ales în pancreatită la pacienții cu insuficiență renală O creștere a activității enzimatice în urină este însoțită de: • pancreatită acută, exacerbarea pancreatitei cronice; • cetoacidoză diabetică severă; • insuficiență renală; • chistul sau pseudochistul pancreasului; STUDII BIOCHIMICE • colecistită acută; • perforarea ulcerului gastric; • obstructie intestinala; • traumatisme abdominale; • intoxicație acută cu alcool; • perforație în timpul sarcinii ectopice (ieșirea amilazei trompelor uterine în fluxul sanguin); • boli ale glandelor salivare - oreion, calculi în glanda salivară sau ductul acesteia; • unele tumori pulmonare si ovariene Alfa-amilaza pancreatică Un grup de izoenzime os-amilaze prezente în cea mai mare cantitate în celulele acinare ale pancreasului În mod normal, în serul sanguin al % dintre persoanele sănătoase este prezentă izoenzima P ; în % se poate detecta și Pj-amilaza Limitele de referință sunt prezentate în tabel - Tabelul - Limitele de referință ale α-amilazei pancreatice în serul sanguin Vârsta U/l mkat/l zile- luni luni ani femeie ani bărbat ani picior - UTILIZARE CLINICĂ Identificarea tulburărilor metabolismului proteic în diverse stări patologice (infecții acute și cronice, afecțiuni hepatice și renale, cancer, malabsorbție în bolile cronice ale tractului gastro-intestinal, foamete, arsuri, stări critice etc ) În combinație cu albumină și fracții proteice - pentru a evalua disproteinemia O creștere a concentrației (hiperproteinemie) este însoțită de: • hipergammaglobulinemie (consecința, de regulă, este hiperproteinemia absolută); • boli infecțioase cronice; • hepatită cronică neinfecțioasă; • patologia autoimună (lupus eritematos sistemic, artrită reumatoidă, reumatism etc ); • gammapatie monoclonală asociată cu mielom, macroglobulinemie, amiloidoză, limfom; • deshidratare (hiperproteinemie relativă): • arsuri extinse; • diaree, vărsături; • poliurie în sindromul secreţiei inadecvate de vasopresină etc O scădere a concentrației (hipoproteinemie) este însoțită de: • hipoalbuminemie; • scăderea sintezei proteice cu aport insuficient și/sau absorbție a proteinelor alimentare (foame, pancreatită, enterocolită, alimentație parenterală sau tubulară inadecvată); • boală hepatică cu sindrom hepatodepresiv (ciroză, hepatită, afectare hepatică toxică); STUDII BIOCHIMICE • pierderea proteinelor (pierderea de plasmă cu arsuri extinse, proteinurie cu boală renală, enteropatie exudativă cu enterită); • degradare crescută a proteinelor (stare postoperatorie, boli somatice severe, hipertermie prelungită, boala arsurilor, oncopatologie); • eliberarea proteinelor din patul vascular, formarea de exsudate și transudate; • agamaglobulinemie congenitală FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Scăderea concentrației: hiperhidratare în timpul terapiei cu perfuzie masivă, fiziologic - în timpul sarcinii (mai ales în al treilea trimestru) O creștere falsă poate fi cauzată de aplicarea prelungită a unui garou în timpul puncției venoase, o schimbare a poziției corpului de la orizontal la vertical (în de minute) Fracțiunile proteice din serul sanguin Proteinele din serul sanguin au dimensiuni și sarcini moleculare diferite Acest lucru se datorează mobilității diferite a proteinelor într-un mediu de separare sub acțiunea unui câmp electric, ceea ce face posibilă separarea lor în fracții (grupe) prin electroforeză Variantele de electroforeză utilizate în laboratoarele clinice disting cinci fracții: albumine, ar-, a -, p- și y-globuline Fracția de albumină este omogenă Fracțiile de globulină conțin multe proteine funcțional diferite, dar doar o parte din proteine, a căror concentrație în condiții normale sau patologice este de cel puțin g/l, afectează modificarea parametrilor electroforegramei: otj-globuline, proteine de fază acută - o^-antitripsină, ^-glicoproteină acidă sau orosomucoid, (Xj-lipoproteine; a -globuline; a -macroglobulină, haptoglobină; -globuline: transferină, SZ-componentă a sistemului complementului, | -lipo-proteine; fracție de y-globuline: imunoglobuline IgA, IgM, IgG O modificare a raportului fracțiilor proteice din serul sanguin (disproteinemie) se observă în multe afecțiuni patologice, dar studiul fracțiilor proteice este informativ clinic numai în cazul hemoblastozelor paraprotsinemice, patologiilor autoimune sistemice, sindrom nefrotic, hepatită cronică și ciroză ficatul de diverse etiologii, în unele cazuri inflamație acută și cronică Cu excepția diagnosticului de hemoblastoze paraproteinemice, informații mai precise pot fi obținute din studiile proteinelor individuale din serul sanguin (proteine specifice), modificările acestora sunt specifice stării patologice corespunzătoare Material (probă): ser de sânge; evitarea hemolizei și contaminării cu fibrinogen din cauza separării premature a serului Înainte de studiu, puteți păstra zile la + ° C, săptămâni - la - ° C Metoda de cercetare: electroforeza pe placi cu gel de agaroza Limitele de referință sunt prezentate în tabel - Tabelul - Limitele de referință pentru fracțiile proteice serice pentru adulți Fracțiuni de proteine Limite de referință, % Albumină , - , ,-Globuline , - , o ,-Globuline , - , -Globuline , - , y-globuline , - , STUDII BIOCHIMICE Opțiunile de electroforeză variază considerabil de la laborator la laborator, astfel încât limitele de referință ar trebui clarificate de laborator UTILIZARE CLINICĂ Identificarea și monitorizarea disproteinemiei în bolile inflamatorii acute și cronice, boli difuze ale țesutului conjunctiv, hepatite cronice și ciroze hepatice de diverse etiologii Diagnosticul mielomului multiplu și al altor gamapatii monoclonale Principalele tipuri de proteinograme • Răspuns de fază acută - o creștere a globulinelor ah - și a, - datorită biosintezei crescute a proteinelor de fază acută în ficat în timpul inflamației de orice etiologie (traume, intervenții chirurgicale, infarct miocardic acut, infecție etc ) • Inflamație cronică - o creștere a y-globulinelor (hepatită cronică de diverse etiologii, artrită reumatoidă, unele infecții cronice) • Ciroza hepatică - o creștere a y-globulinelor, fuziunea [ - și y-globulinelor din cauza sindromului inflamator mezenchimatos, odată cu dezvoltarea sindromului hepato-depresiv, albumina poate scădea • Sindrom nefrotic - o creștere a a -globulinelor datorită sintezei crescute și o creștere a nivelului seric al viespilor, macroglobulinei, o scădere a albuminei este posibilă datorită pierderii sale masive în urină • Gammopatie monoclonală - apariția pe electroferogramă a unei benzi separate separate în zona fracțiilor globulare (proteină monoclonală, gradient M, proteină M), constând din imunoglobuline sau fragmente ale acestora, sintetizate de clone transformate malign de B- limfocite Concentrația de proteină M mai mare de g/l cu o probabilitate mare indică mielom multiplu În boala lanțului ușor, proteina M poate să nu fie detectată prin electroforeză serică, deoarece lanțurile ușoare ale imunoglobulinelor (proteina Bence-Jones) trec prin filtrul renal și sunt excretate în urină Apariția proteinei M poate fi observată în hepatita cronică, ciroza hepatică, precum și la unii pacienți vârstnici fără patologii clinice asociate cu gammapatia monoclonală Concentrațiile mari de proteină C reactivă și alte proteine de fază acută, precum și fibrinogenul, pot imita proteina M Când o proteină M este detectată, este necesară identificarea imunochimică ulterioară a acesteia prin electroforeză cu imunofixare FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Sarcina (trimestrul III), luarea de androgeni, estrogeni, glucocorticoizi Proteine urinare În mod normal, excreția de proteine în urină nu depășește , g/zi, ceea ce se datorează restricției de intrare a proteinelor plasmatice în urina primară de către filtrul renal, precum și reabsorbției în tubii proteinelor cu greutate moleculară mică care sunt filtrate în cantitate mică O anumită cantitate de proteină intră în mod normal în urină ca urmare a secreției acesteia de către epiteliul tubilor rinichi (proteina Tamm-Horsfall) Material (probă): urină zilnică - după urinarea de dimineață, notați timpul și colectați urina timp de de ore într-un recipient uscat și curat depozitat la loc răcoros; la sfârșitul colectării de urină, amestecați, măsurați volumul, îndreptați-l în direcția; se toarnă aproximativ ml într-un recipient pentru testare în laborator Evitați activitatea fizică intensă, cu consultarea medicului, excludeți STUDII BIOCHIMICE încetați să luați diuretice; înainte de studiu, urina poate fi păstrată timp de zile la + ° C, timp de o lună - la - ° C Metode de determinare: turbidimetrie cu acid sulfosalicilic, colorimetrie cu roșu pirogalol Limite de referință: mai puțin de mg/zi; mai puțin de mg/zi după efort intens UTILIZARE CLINICĂ Diagnosticul și monitorizarea bolilor de rinichi Detectarea și monitorizarea nefropatiei în diabetul zaharat, hipertensiunea arterială (vezi "Albumină") Identificarea și monitorizarea leziunilor renale în timpul intoxicației, bolilor infecțioase și autoimune Concentrație crescută (proteinurie) • Proteinuria funcțională este cauzată de o creștere tranzitorie a permeabilității capilare glomerulare din cauza: ❖ activitate fizică intensă; g/zi) este întotdeauna asociată cu proteinurie glomerulară și poate duce la hipoproteinemie ❖ Proteinuria postrenală este asociată cu intrarea în urină a proteinelor exsudate inflamatorii în patologii ale tractului urinar (inflamații, infecții, tumori ale ureterelor, vezicii urinare, uretrei) FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Conținut crescut: aminoglicozide, glucocorticoizi, enalapril, interferon, izoniazidă, sulfonamide, antiinflamatoare nesteroidiene, unele antibiotice și antifungice Bilirubina Produsul de descompunere a inelului porfirinic al hemoglobinei și a altor proteine care conțin hem în celulele sistemului reticuloendotelial, splinei și ficatului Bilirubina se găsește în serul sanguin sub formă de două fracții: directă STUDII BIOCHIMICE bilirubina cunoscută, conjugată) și indirectă (liberă, nelegată), care formează bilirubina totală În timpul descompunerii hemoglobinei, se formează inițial bilirubina, care, din cauza solubilității slabe în apă, este toxică: cu creșterea conținutului său, se dizolvă în lipidele membranei și provoacă tulburări în funcționarea acestora În mod normal, în plasma sanguină, bilirubina se leagă de albumină (bilirubina indirectă), ceea ce împiedică pătrunderea acesteia în straturile lipidice ale membranelor În ficat, cu participarea enzimei hepatocitelor uridin difosfat glucuroniltransferaza, bilirubina liberă se leagă de acidul glucuronic pentru a forma bilirubină conjugată (directă) solubilă în apă, secretată în căile biliare În intestin, transformările chimice ale bilirubinei au loc sub acțiunea enzimelor microflorei cu formarea pigmentului stercobilinogen (stercobilin), care este excretat din organism în principal cu fecale și parțial cu urina În laboratoarele clinice se măsoară concentrația bilirubinei totale și directe, iar concentrația bilirubinei indirecte se calculează din diferență Dacă bilirubina totală nu depășește limitele de referință, este acceptabil să nu se măsoare bilirubina directă Cu hiperbilirubinemie mai mare de - µmol/l, se dezvoltă sindromul de icter (forma ușoară - până la µmol/l, formă moderată - - µmol/l, formă severă - peste µmol/l), cauzată de acumularea de bilirubina în țesuturile corpului cu aspect de piele galbenă și pete conjunctivale În funcție de caracteristicile patobio-chimice ale dezvoltării, se disting icterul mecanic (obstructiv), parenchimatos și hemolitic, precum și icterul fiziologic al nou-născuților, boala hemolitică a nou-născuților În hiperbilirubinemie cu creșterea bilirubinei directe, aceasta poate fi detectată în urină, deoarece filtrul renal este în mod normal permeabil la acest pigment cu greutate moleculară mică Bilirubina indirectă nu intră în urină cu o creștere a concentrației plasmatice (este întârziată de filtrul renal din cauza albuminei furnizate cu aceasta), cu excepția cazurilor de patologii renale cu afectare a filtrului renal Material (probă): ser de sânge; evita hemoliza si expunerea la lumina Până când studiul poate fi păstrat la întuneric timp de de ore la temperatura camerei, zile - la + °C, luni - la - °C Limite de referință: nou-născuți zi - până la µmol/l; adulți și copii (cu excepția perioadei neonatale) - până la µmol/l (bilirubină directă; conjugată până la , µmol/l) UTILIZARE CLINICĂ Identificarea si monitorizarea icterului in anemie hemolitica, afectiuni hepatice, colestaza Diagnosticul diferențial al icterului Concentrație crescută (hiperbilirubinemie) • Coci oyaniya asociat cu creșterea hemolizei eritrocitelor și creșterea producției de bilirubină; hiperbilirubinemia se dezvoltă în principal din cauza bilirubinei indirecte (anemie hemolitică acută și cronică, talasemie, transfuzii masive de sânge, incompatibilitate cu transfuzii de sânge, icter fiziologic neonatal, boala hemolitică a nou-născutului) La nou-născuți, icterul fiziologic este observat în prima săptămână de viață, când are loc o distrugere accelerată a eritrocitelor din cauza modificării tipurilor de hemoglobină pe fundalul unui sistem imperfect de conjugare a bilirubinei al hepatocitelor Cu boala hemolitică a nou-născutului, cel mai adesea cauzată de incompatibilitatea sângelui mamei și copilului în funcție de afilierea Rh, o creștere mult mai semnificativă a nivelului de bilirubină din sânge (până la valori toxice ale μmol / l și peste) pot fi observate STUDII BIOCHIMICE • Boli hepatice cu afectare a hepatocitelor și slăbirea asociată a formării bilirubinei directe și a transportului acesteia în bilă, precum și "scurgerea" bilirubinei directe în sânge: hiperbilirubinemia se dezvoltă din cauza bilirubinei directe și indirecte (ficat acut și cronic) boli, cancer hepatic primar și metastatic, insuficiență cardiacă ventriculară dreaptă, hepatită colestatică, ciroză biliară primară a ficatului, leziuni hepatice toxice cu hidrogen tetraclorură, cloroform, tricloretilenă, halotan, alcool, unele medicamente) • Obturația căilor biliare intra și extrahepatice; hiperbilirubinemia se dezvoltă în principal din cauza bilirubinei directe (colelitiază, tumori pancreatice, helmintiază) • Sindroame de hiperbilirubinemie congenitală care se dezvoltă ca urmare a unor defecte metabolice determinate genetic la nivelul hepatocitelor: sindromul Gilbert (hiperbilirubinemie idiopatică neconjugată): sindromul Crigler-Najjar (absența sau deficitul de uridin difosfat-glucuronil transferază); sindrom Dubin-Johnson (transport afectat al bilirubinei de la hepatocite la bilă); Sindromul rotor (hiperbilirubinemie benignă familială idiopatică cu o creștere adecvată a bilirubinei conjugate și neconjugate) FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Conținut crescut: hemoliza ip vivo sau in vitro (interferență analitică), medicamente hepatotoxice și colestatice, precum și medicamente care provoacă hemoliză Hemoglobina glicată Formarea hemoglobinei glicate (HbAlc) în sânge este determinată de nivelul glicemiei și de durata contactului hemoglobinei cu glucoza Metode de cercetare: cromatografia lichidă de înaltă performanță, cromatografia lichidă cu schimb de ioni, cromatografia de afinitate, imunoturbidimetria, electroforeză Material (probă): sânge integral (cu EDTA) este stabil timp de - zile la + °C, de zile la - °C Limite de referință: în serul sanguin - mai puțin de , % din hemoglobina totală UTILIZARE CLINICĂ Nivelul hemoglobinei glicate din eritrocite este un indicator integral al metabolismului carbohidraților în ultimele - săptămâni și reflectă riscul de complicații ale diabetului zaharat Interpretarea este prezentată în tabel - Tabelul - Parametrii de control (scopul tratamentului) pentru diabetul zaharat Tipuri de diabet Normal Control adecvat Control inadecvat Diabet zaharat tip HbA D,% , Diabet zaharat de tip Risc scăzut de angiopatie Risc de macroangiopatie Risc de microangiopatie HbA l,% , Măsurarea concentrației de HbA c este indicată pentru detectarea toleranței afectate la glucoză, inclusiv diabetul zaharat, "ascuns* sau pre-manifest STUDII BIOCHIMICE forme şi diabet la femeile însărcinate Este utilizat pentru a evalua compensarea diabetului zaharat, eficacitatea tratamentului și riscul de complicații FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Creșterea conținutului: • uremie (formarea hemoglobinei carbamilate); • luarea de medicamente - propranolol, hidroclorotiazidă, morfină, indapamidă Reducerea conținutului: • anemie hemolitică; • încălcarea capacității sintetice a ficatului; • nutriție proteică inadecvată; • sindrom nefrotic glucoza din sange Glucoza este o monozaharidă care este principalul substrat energetic pentru majoritatea țesuturilor corpului Concentrația de glucoză din sângele plasmatic (seric) este un indicator integral al metabolismului carbohidraților în organism Aportul de carbohidrați (amidon, glicogen, zaharoză etc ) cu alimente, descompunerea glicogenului în ficat, sinteza glucozei în ficat din produsele de degradare a proteinelor, grăsimilor și carbohidraților (gluconeogeneza) duc la o creștere a concentrația de glucoză în sânge Ieșirea glucozei din sânge în țesuturi are loc datorită utilizării sale pentru sinteza unei forme de rezervă de glucoză - glicogen, în principal în ficat și mușchii scheletici, sinteza heteropolizaharidelor, acizi grași mai mari (cu aport excesiv de carbohidrați) Raportul dintre rata de formare și utilizarea glucozei și, prin urmare, concentrația de glucoză în sânge, este reglat de hormoni În mod normal, mai mulți hormoni au un efect hiperglicemic - glucagon, cortizol, adrenalină, glucocorticoizi, care intensifică diferite procese de formare a glucozei în țesuturi Insulina este singurul hormon hipoglicemic Stimularea transportului glucozei de la sânge la celule și activarea enzimei glucokinazei (hexokinaza) de către insulină conduc la o creștere a tuturor proceselor de utilizare a glucozei în țesuturile țintă pentru acest hormon (ficat, mușchi scheletici, țesut adipos) Deficitul de insulină, care se dezvoltă ca urmare a slăbirii producției de insulină de către pancreas și/sau a scăderii numărului de receptori de insulină pe celulele țintă, duce la hiperglicemie după aportul de carbohidrați cu alimente (în - ore - în caz de toleranță afectată la glucoză, în decurs de ore și mai mult în diabet) La gravidele sănătoase, din cauza consumului de glucoză de către fătul în creștere, nivelul său de post poate fi ușor redus în comparație cu femeile care nu sunt însărcinate Modificările hormonale adaptive în timpul sarcinii determină o anumită creștere a toleranței la insulină în corpul unei femei, care are ca scop creșterea disponibilității glucozei pentru făt La unele femei, lipsa relativă de insulină poate determina dezvoltarea diabetului în sarcină (diabet gestațional), care dispare după naștere Material (probă): ser (separat rapid de celulele sanguine înainte de examinare; poate fi păstrat timp de ore la temperatura camerei, ore la + °C), sânge integral, plasmă sanguină luată cu heparină și fluorură de sodiu ca inhibitor al glicolizei (Înainte de studiu, puteți păstra o zi la temperatura camerei, zile - la + ° C) Limitele de referință sunt prezentate în tabel - Concentrația de glucoză în serul sanguin este cu aproximativ - % mai mare decât în sângele integral, datorită diluării glucozei dizolvate în plasmă prin formate STUDII BIOCHIMICE Tabelul - Limitele de referință pentru glucoză Vârsta Glucoză seric, mmol/l Glucoză din sânge total (capilar), mmol/l Nou-născuți , - , , - , Adulti , - , , - , elemente sanguine Concentrația de glucoză din plasma heparinizată este cu % mai mică decât cea din ser Datorită utilizării glucozei în țesuturi, sângele venos integral conține mai puțină glucoză decât sângele capilar de la un deget (pe stomacul gol cu aproximativ , mmol / l, după o masă - cu - %, o diferență mare poate fi la pacienți cu tulburări de microcirculație, de exemplu, cu șoc) Criterii de laborator pentru diagnosticul diabetului zaharat (OMS, ): o combinație de simptome clinice ale diabetului (poliurie, polidipsie, scădere în greutate inexplicabilă) și aleatorie (independent de ora mesei precedente) Criteriile pentru toleranța afectată la glucoză și diabetul zaharat bazate pe nivelurile de glucoză din sânge sunt prezentate în tabel - Tabelul - Nivelul de diagnostic al concentrației de glucoză, mmol/l Diagnostic Timpul prelevării Sângelui integral Plasmă venoasă capilar venos Normă Pe stomacul gol , - , , - , , - , ore după încărcarea cu glucoză , și , și , și , > , > , ore după încărcarea cu glucoză > , > , > , UTILIZARE CLINICĂ Diagnosticul și monitorizarea diabetului zaharat, a diabetului gestațional, a toleranței afectate la glucoză Identificarea și monitorizarea tulburărilor metabolismului carbohidraților în insuficiența suprarenală, hipofiză, boli hepatice, sepsis, șoc și alte afecțiuni critice Screening pentru tulburările metabolismului carbohidraților în grupurile de risc pentru dezvoltarea diabetului zaharat (obezitate, vârstă peste de ani, istoric familial de diabet zaharat de tip ) Diagnosticul diferențial al comei (comă hipo- și hiperglicemică) O creștere a concentrației de glucoză (hiperglicemie) este cauzată de: • activitate fizică moderată; • stres emoțional; • durere; • Diabet; • creșterea producției de hormoni hiperglicemici (feocromocitom, tireotoxicoză, acromegalie, gigantism, sindrom Cushing); • scăderea producției de insulină în bolile pancreasului (pancreatită acută și cronică, tumori pancreatice); • traumatisme, tumori, leziuni cerebrale chirurgicale, hemoragie cerebrală Scăderea concentrației (hipoglicemie) este cauzată de: • supradozaj cu medicamente hipoglicemiante, insulină; STUDII BIOCHIMICE • creșterea producției de insulină (adenom sau carcinom al celulelor p ale insulelor Langerhans - insulinom); • scăderea producției de hormoni hiperglicemici (insuficiență a celulelor a ale insulelor Langerhans, boala Addison, sindrom adrenogenital, hipopituitarism, hipotiroidism); • slăbirea funcției de glicogen a ficatului în ciroză, hepatită severă de diverse etiologii, cancer primar de ficat, hemocromatoză, intoxicație cu alcool; • fermentopatie (boala Girke, galactozemie, afectarea toleranţei la fructoză); • post prelungit; • sindromul de malabsorbție; • activitate fizică intensă; • stări febrile FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Conținut crescut: glucocorticoizi, acid nicotinic, adrenalină, unele diuretice, antiinflamatoare nesteroidiene, morfină, cofeină, fumat Reducerea conținutului: fără adăugarea unui inhibitor de glicoliză, depozitare pe termen lung a plasmei, serului până la separarea de celule sanguine, cheag; steroizi anabolizanți, propranolol, amfetamina, levodopa glucoză în urină Material (probă): urină zilnică; excludeți utilizarea diureticelor Înainte de studiu, puteți păstra de ore la - ° C Limite de referință: mai puțin de , mmol/zi (majoritatea sistemelor de testare sunt insensibile la această concentrație și dau un rezultat negativ) UTILIZARE CLINICĂ Monitorizarea diabetului zaharat la gravide, scăderea toleranței la glucoză Diagnosticul și monitorizarea diabetului renal, patologiilor renale cu afectare a reabsorbției tubulare Glucoza nu este excretată în mod normal prin urină, deoarece după filtrarea în glomeruli renali, este complet reabsorbită în tubii proximali Cu hiperglicemie peste - mmol / l (pragul renal pentru glucoză), se dezvoltă glucozuria Glucozuria nu este un criteriu de diagnostic pentru diabetul zaharat, deoarece excreția de glucoză în urină depinde nu numai de nivelul glicemiei, care reflectă funcția insulară, ci și de funcționarea rinichilor - capacitatea tubilor renali de a reabsorbi glucoza, rată de filtrare glomerulară Glucozuria pe fondul normoglicemiei se poate dezvolta în unele afecțiuni renale din cauza scăderii pragului renal, precum și în timpul sarcinii normale datorită faptului că creșterea fiziologică a filtrării glomerulare este inadecvată capacității de absorbție a tubilor Unul dintre criteriile de compensare a diabetului zaharat de tip este aglucozuria; în diabetul zaharat de tip este permisă pierderea de glucoză în urină de - g/zi În glomeruloscleroza diabetică, pragul renal pentru glucoză crește, astfel încât glucozuria nu se dezvoltă chiar și cu hiperglicemie severă Excreția crescută (glucozurie) este asociată cu: • cu hiperglicemie în diabet zaharat, hipertiroidism, diabet cu steroizi, sindrom Cushing, feocromocitom, boli pancreatice și alte afecțiuni; STUDII BIOCHIMICE • scăderea pragului renal pentru glucoză în leziunile tubulointerstițiale ale rinichilor de orice etiologie, tubulopatii congenitale FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Conținut crescut: glucocorticoizi, adrenalină, unele diuretice, antiinflamatoare nesteroidiene, acid nicotinic, morfină Creatinina serică Creatinina este produsul final al descompunerii non-enzimatice a creatin-fosfatului și a creatinei implicate în furnizarea de energie a contracției musculare Creatinina este excretată din sânge de către rinichi, se referă la substanțe fără prag care intră în urină prin filtrare, nu sunt reabsorbite și nu sunt secretate în tubuli O creștere a creatininei serice reflectă o scădere a ratei de filtrare glomerulară Creatinina nu este un indicator sensibil al încălcărilor capacității de filtrare a rinichilor în stadiile incipiente, poate rămâne în limitele de referință cu înfrângerea unei părți semnificative a nefronilor, pe de altă parte, se schimbă mai lent decât ureea în timpul hemodializa la pacienţii cu insuficienţă renală De aceea, acest test este utilizat de obicei concomitent cu determinarea ureei: concentrația sa serică este mai sensibilă la modificările funcționale ale stării rinichilor În plus, calculul ratei de filtrare glomerulară în funcție de clearance-ul creatininei endogene este util pentru evaluare (vezi "testul Rehberg") Creatinina serica este afectata de rata de productie a acesteia in muschi (masa musculara), intr-o masura mai mica decat ureea de natura alimentelor UTILIZARE CLINICĂ Diagnosticarea și monitorizarea bolilor renale, depistarea și monitorizarea disfuncțiilor renale de orice etiologie Boli ale mușchilor scheletici Limitele de referință sunt prezentate în tabel - Tabelul - Limitele de referință pentru creatinina sanguină Vârstă, sex µmol/l ani femeie - > ani bărbat - Se observă o creștere a concentrației: • cu scăderea filtrării glomerulare în disfuncția renală de orice etiologie (scăderea perfuziei renale, afecțiuni renale, obstrucție a tractului urinar); • tulburări endocrine însoțite de modificări ale metabolismului mușchilor scheletici (acromegalie și gigantism, hipertiroidism); • necroza muşchilor scheletici, boli inflamatorii şi metabolice care implică muşchii; • post cu scăderea masei musculare Se observă o scădere a concentrației cu o scădere a masei corporale slabe FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Continut crescut: dieta cu carne, sarcina (fiziologic), medicamente nefrotoxice STUDII BIOCHIMICE Creatinină în urină Material (probă): urină zilnică; evitați efortul fizic intens, de comun acord cu medicul, excludeți utilizarea diureticelor Înainte de studiu, puteți păstra zile la + °C lună - la - °С Limitele de referință sunt prezentate în tabel - Tabelul - Limitele de referință pentru creatinina urinară Vârsta, sexul µmol/kg pe zi ani bărbat - > ani femeie - UTILIZARE CLINICĂ Diagnosticarea și monitorizarea bolilor renale, depistarea și monitorizarea disfuncțiilor renale de orice etiologie O creștere a excreției urinare zilnice a creatininei indică o creștere a filtrării renale și/sau creșterea producției de creatină și creatinine în mușchiul scheletic O creștere a concentrației este însoțită de: • debit cardiac crescut: • stadiile inițiale ale nefropatiei diabetice; • infectii, arsuri, intoxicatii cu monoxid de carbon; • hipotiroidism; • stresul exercițiului: • acromegalie, gigantism O scădere a excreției urinare zilnice a creatininei indică o scădere a nivelului de filtrare renală (mai precis poate fi evaluată prin clearance-ul endogen al creatininei; vezi "Testul Rehberg") și/sau formarea redusă a creatininei și creatininei în mușchi O scădere a concentrației este însoțită de: • disfuncție renală de orice etiologie (scăderea perfuziei renale, afecțiuni renale, obstrucție a tractului urinar); • paralizii, distrofie musculară, boli cu scăderea masei musculare, foamete cu scăderea masei musculare FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Conținut crescut: hrană din carne, dietă proteică, sarcină Reduceți conținutul: mâncare vegetariană Clearance-ul creatininei - testul lui Rehberg Testul Rehberg - evaluarea ratei de filtrare glomerulară (RFG) prin clearance-ul endogen al creatininei Creatinina este o substanță fără prag care intră în urină prin filtrare și nu este reabsorbită sau secretată în tubuli De aceea, cantitatea de creatinină excretată în urină într-un anumit timp este egală cu cantitatea de creatinina care intră în urina primară Măsurând concentrația de creatinine în serul sanguin (este egală cu nivelul creatininei din urina primară) și urină, precum și volumul de urină excretat într-un anumit timp (de obicei pe zi), este posibil să se calculeze clearance-ul creatininei care caracterizează RFG folosind formula: clearance-ul creatininei, ml/min = (concentrația creatininei în urină x diureză, ml) / (concentrația creatininei în serul sanguin x timpul de colectare, min) STUDII BIOCHIMICE Filtrarea în rinichi depinde de înălțimea și greutatea corpului, astfel încât clearance-ul creatininei este calculat pe o suprafață medie standard a corpului de , m Pentru a face acest lucru, în direcția studiului, pe lângă volumul de urină colectat pe zi, indicați înălțimea și greutatea corpului Material (probă); ser de sânge, urină zilnică în regim normal de apă Înainte de studiu, poate fi păstrat la + ° C timp de până la zile, la - ° C - luni Limitele de referință sunt prezentate în tabel - Tabelul - Limitele de referință pentru clearance-ul creatininei Vârstă, ani ml/min la , m gen masculin feminin - - UTILIZARE CLINICĂ Identificarea și monitorizarea încălcărilor funcției glomerulare a rinichilor Creșterea concentrației: • perioada inițială a diabetului; • boala hipertonică; • sindrom nefrotic Scăderea concentrației: • până la ml/min la , m - scădere moderată a funcției renale (fără semnificație independentă); • de la la ml/min la , m - insuficiență renală compensată, subcompensată: • mai putin de ml/min la , m - insuficienta renala decompensata În insuficiența renală severă, RFG estimată prin testul Rehberg poate fi supraestimată (cu un nivel de creatinine plasmatic semnificativ crescut, poate intra în urină prin secreție în tubii renali) În această situație, creatinina serică poate fi un indicator mai sensibil al modificărilor funcției glomerulare FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Activitate fizică, ceai puternic, cafea, alcool, luarea de corticotropină, cortizol, tiroxină, metilprednisolon, furosemid (aceste medicamente trebuie excluse în timpul testului) lactat Lactatul este un produs al metabolismului anaerob al glucozei, care este activat atunci când aportul de oxigen către țesuturi scade Sursa de lactat din sânge sunt în mod normal mușchii scheletici (în timpul lucrului fizic), precum și celulele roșii din sânge care nu sunt capabile să descompună glucoza aerob din cauza lipsei mitocondriilor Fluxul de lactat din sânge se datorează utilizării acestuia pentru sinteza glucozei (gluconeogeneză) în ficat și, într-o măsură mai mică, în rinichi Acumularea de lactat în țesuturile sanguine se poate datora: STUDII BIOCHIMICE • creșterea producției sale în timpul hipoperfuziei tisulare: • scăderea presiunii parțiale a oxigenului din sânge: • creșterea afinității hemoglobinei față de oxigen; • producerea de către celulele tumorale (datorită activității lor caracteristice ridicate de glicoliză); • activitate fizică intensă și/sau slăbirea utilizării acesteia de către ficat Acumularea de lactat poate duce la acidoză metabolică (la concentrații plasmatice arteriale > mmol/l) cu o creștere caracteristică a gap-ului anionic Material (proba): plasma sanguina prelevata cu oxalat (EDTA) si inhibitor de glicoliza - fluorura de sodiu Dacă este necesar, înainte de studiu poate fi păstrat timp de zile la + °C Limitele de referință sunt prezentate în tabel - Tabelul - Limitele de referință pentru lactat plasmatic Material mmol/l Plasma sanguină venoasă ani bărbat - > ani femeie - UTILIZARE CLINICĂ Diagnosticul și monitorizarea gutei, inclusiv la pacienții cu sindrom metabolic Excluderea gutei ca cauză a urolitiază Creșterea concentrației: • guta; • gută primară, sindromul Lesch-Nyhan (deficit determinat genetic al enzimei hipoxantin-guanin-fosforiboziltransferaza implicată în procesul de reutilizare a produsului de degradare al purinelor - hipoxantina); • toxicoza femeilor însărcinate; • psoriazis; • Sindromul Down; • boală polichistică de rinichi, nefropatie de plumb, insuficiență renală Scăderea concentrației: • boala Wilson-Konovalov (distrofie hepatocerebrală); • sindromul Fanconi; • xantinurie; • Boala Hodgkin; • cancer bronhogen; • defecte ale tubilor proximali ai rinichilor FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Concentrație crescută: post prelungit, activitate fizică, alimentație bogată în baze purinice, consum de alcool, luare | -blocante, glucocorticoizi, citostatice (pentru leucemie, limfoame, mielom, policitemie), diuretice tiazidice, salicilați, teofilină, metformină Scăderea concentrației: dietă cu conținut scăzut de purine, alopurinol, glucocorticoizi, azatioprină Ureea in ser Ureea este produsul final al detoxificării amoniacului endogen sintetizat în ficat, care se formează în timpul descompunerii proteinelor și a altor compuși care conțin azot Aproximativ % din uree este excretată prin urină; ureea este filtrată în glomerul, reabsorbită parțial pasiv și secretată în tubuli Concentrația de uree în plasmă (ser) reflectă raportul dintre viteza de formare și excreția sa în urină Viteza de sinteză a ureei crește odată cu consumul de alimente excesiv de îmbogățit cu proteine, catabolismul endogen crescut în condiții de foame sau afectare tisulară, cu absorbția aminoacizilor STUDII BIOCHIMICE fără acizi și peptide după hemoragie în tractul gastrointestinal Cu toate acestea, o creștere semnificativă a conținutului de uree în plasma (serul) din sânge, de regulă, indică o încălcare a funcției renale Această concluzie este aproape fără ambiguitate atunci când conținutul de uree din plasma sanguină depășește mmol / l Probabilitatea de afectare a funcției renale crește dacă, cu date de anamneză adecvate, sunt detectate anomalii în analiza generală a urinei (detecția proteinelor, cilindrilor, celulelor sanguine), diureză și/sau niveluri crescute ale creatininei O creștere semnificativă a concentrației de uree duce la o creștere a osmolarității plasmei sanguine, care poate afecta hidratarea celulelor Excreția ureei în urină depinde de rata de descompunere a proteinelor endogene și de aportul de proteine alimentare necesare pentru a furniza organismului substraturi (aminoacizi) pentru sinteza proteinelor și a altor compuși care conțin azot, inclusiv bazele azotate ale nucleotide De aceea, studiul excreției ureei în urină este utilizat pentru a evalua echilibrul dintre procesele de sinteză și descompunerea proteinelor din organism - balanța de azot Bilanțul negativ de azot se manifestă prin întârzierea creșterii la copii, scăderea în greutate, scăderea ratei de vindecare a rănilor, precum și tulburările cauzate de scăderea ratei de proliferare celulară a țesuturilor care se reînnoiesc rapid și sinteza proteinelor de scurtă durată (hipoalbuminemie, anemie, malabsorbție, infecții intercurente datorate insuficienței sistemului imunitar etc ) ) Limitele de referință sunt prezentate în tabel - Tabelul - Limitele de referință pentru ureea serică Vârsta mmol/l ani E- UTILIZARE CLINICĂ Evaluarea și monitorizarea funcției excretoare a rinichilor Evaluarea funcției de formare a ureei a ficatului în insuficiența hepatică de diferite etiologii Creșterea concentrației: • boală renală acută sau cronică, obstrucție a tractului urinar • scăderea perfuziei renale (insuficienţă cardiacă congestivă, şoc); • deshidratare izoosmotică cu vărsături, diaree, diureză crescută sau transpirație; • o creștere a sintezei ureei cu catabolism proteic crescut (sângerări gastro-intestinale, arsuri, infecții, afecțiuni postoperatorii etc ) Scăderea concentrației: • rata de filtrare glomerulară crescută din cauza sarcinii, volum excesiv de perfuzii intravenoase, secreție inadecvată a hormonului antidiuretic; • scăderea sintezei de uree în insuficiența hepatică funcțională (comă hepatică, hepatită, ciroză, hepatodistrofie acută, fosfor, intoxicații cu arsenic); • malabsorbție și/sau lipsă de proteine din dietă (datorită scăderii producției de amoniac și, în consecință, a sintezei de uree); • deficit congenital al enzimelor hepatocitelor implicate în procesul de sinteză a ureei (ciclul ornitinei) STUDII BIOCHIMICE FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Concentrație crescută: dietă bogată în proteine, administrarea de medicamente nefrotoxice, creșterea catabolismului proteic endogen în hipertiroidie, administrarea de glucocorticoizi Scăderea concentrației: Dieta vegetariană cu conținut scăzut de proteine Uree în urină Material (probă): urină zilnică Limitele de referință sunt prezentate în tabel - Tabelul - Limitele de referință pentru uree în urina zilnică Vârsta mmol/zi ani - UTILIZARE CLINICĂ Controlul bilanțului de azot la pacienții în stare gravă care primesc nutriție enterală și parenterală cu tub Este posibil să se evalueze corect bilanțul de azot folosind acest test numai în absența insuficienței hepatice și renale severe, însoțită de o scădere a biosintezei ureei și, respectiv, de o scădere a excreției sale în urină O creștere care indică un bilanţ negativ de azot este însoţită de: • perioada postoperatorie, febră; • hipertiroidism; • boli somatice acute sau cronice severe O scădere care indică un bilanţ pozitiv de azot este însoţită de: • sarcina; • perioada de crestere la copii; • refacerea din condiții cu un bilanţ negativ de azot Bilanțul de azot poate fi calculat folosind formula: AB (g) \u d aport zilnic de proteine - , x (azot ureic zilnic + g), unde , este factorul de conversie pentru conținutul de azot în proteine, g de azot \u d , g de proteină; g - corectare pentru excreția de azot de către organism nu în compoziția ureei FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Creșterea concentrației: dietă bogată în proteine, tratament cu steroizi anabolizanți, hormon de creștere, insulină Concentratie redusa: dieta saraca in proteine, tratament cu glucocorticoizi Porfobilinogen Porfobilinogenul este un metabolit intermediar în sinteza inelului hem porfirinei Sinteza hemului? apare în principal în ficat și măduva osoasă, începe cu formarea acidului - -aminolevulinic, din care se formează acizii porfobi STUDII BIOCHIMICE linogen și alți metaboliți Tulburările ereditare și dobândite ale sintezei hemului, însoțite de o creștere a conținutului de precursori ai hemului - porfirinogeni, precum și produsele lor de oxidare în țesuturi și sânge, apariția lor în urină, sunt numite porfirii Porfirii ereditare sunt cauzate de defecte genetice în oricare dintre cele opt enzime implicate în sinteza hemului Deoarece heme este un inhibitor al aminolevulinat sintazei, activitatea acestei enzime este crescută, ducând la acumularea de acid aminolevulinic și porfirinogeni În formele severe de porfirie, se observă tulburări neuropsihice, disfuncții ale sistemului reticuloendotelial și leziuni ale pielii În formele ușoare de porfirie ereditară, boala poate fi asimptomatică, exacerbarea este cauzată de administrarea anumitor medicamente care sunt inductori ai aminolevulinat sintazei Porfiria se observă în intoxicațiile cu plumb, erbicidele halogenate și insecticidele, care sunt inhibitori ai anumitor enzime în procesul de sinteză a hemului Material (probă): urină proaspătă, porție aleatorie pentru un test calitativ; zilnic, colectat într-un recipient întunecat cu g de carbonat de sodiu; colectate în timpul sau imediat după un atac de durere abdominală Înainte de examinare, poate fi păstrat la + °C timp de până la zile, la - °C timp de câteva săptămâni Metode de cercetare: test calitativ cu reactiv Erlich, fluorimetrie, colorimetrie după izolare prin cromatografie cu schimb anionic și reacție cu reactiv Erlich Limite de referință: negative ( dislipoproteinemie de tipuri I, Ilb, III, IV şi V (hipertrigliceridemie endogenă familială sau sporadică, deficit ereditar de lipoprotein lipază, deficit de cofactor lipoprotein lipază, disbetalipoproteinemie familială, hiperlipidemie familială combinată) • Dislipoproteinemii secundare: toleranță redusă la glucoză, diabet zaharat, ateroscleroză; anorexie nervoasă, sindrom Down Scăderea concentrației: • hipolipoproteinemie malnutriție, sindrom de malabsorbție; • hipertiroidism, hiperparatiroidism, limfangiectazie intestinală; • boala pulmonară obstructivă cronică FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Concentrație crescută: mâncare cu mai puțin de ore înainte de studiu, alimente bogate în calorii, dietă bogată în carbohidrați, sarcină, contraceptive orale, luare [ -blocante, glucocorticoizi, estrogeni, diuretice Scăderea concentrației: administrarea de colestiramină * , vitamina C, progestative, tratament cu heparină colesterol total Colesterolul (colesterolul) este un alcool polihidric ciclic, o componentă structurală a membranelor celulare, substratul inițial în sinteza hormonilor sexuali, glucocorticoizi ai acizilor biliari, vitamina D Este sintetizat în ficat (până la %) și pătrunde în organism cu produse de origine animală (carne, unt, ouă etc ) Este transportat în sânge ca parte a lipoproteinelor cu densitate joasă (LDL), lipoproteinelor cu densitate mare (HDL), lipoproteinelor cu densitate foarte joasă (VLDL) Colesterolul total include atât colesterolul esterificat (esterificat într-un acid gras) cât și colesterolul lipoproteic liber de toate tipurile Nivelurile crescute de colesterol total din sânge sunt asociate cu un risc crescut de ateroscleroză și boli coronariene Material (probă): ser de sânge luat dimineața nu mai devreme de - ore după ultima masă Pentru a evalua tulburările aterogene, nu se recomandă efectuarea unui studiu în decurs de luni după boala acută, inclusiv infarctul miocardic acut Limite de referință: , - , mmol/L Riscul de a dezvolta boli coronariene și complicațiile acesteia: • scăzut - mai puțin de , mmol/l: STUDII BIOCHIMICE • moderată - , - , mmol/l; • mare - mai mult de , mmol/l La pacienții cu boală cardiacă ischemică, ateroscleroză a arterelor periferice și carotide, anevrism de aortă abdominală și diabet zaharat de tip , nivelul optim este mai mic de , mmol / l La o concentrație de , mmol / l și peste, pentru a evalua modificările aterosclerotice, este necesar să se examineze colesterolul în combinație cu trigliceride, HDL-C și LDL-C cu calculul indicelui aterogen UTILIZARE CLINICĂ • Diagnosticul tulburărilor primare ale metabolismului lipidic (în combinație cu analiza electroforetică a lipoproteinelor și alte studii efectuate în laboratoare de specialitate) • Diagnosticul tulburărilor secundare ale metabolismului lipidic • Evaluarea riscului de ateroscleroză și a complicațiilor acesteia • Monitorizarea corectării tulburărilor aterogene ale metabolismului lipidic • Evaluarea eficacității terapiei hipolipemiante (statine) Creșterea concentrării • Dislipoproteinemie primară: ❖ hipercolesterolemie familială și poligenă (tipurile Pa, IIIb); despre dislipoproteinemia de tip III; ❖ dislipoproteinemie familială combinată tip III; ❖ dislipoproteinemie tipuri I (deficit ereditar de lipoprotein lipaze), IV, V (hipertrigliceridemie familială); Despre creșterea HDL • Dislipoproteinemie secundară; ateroscleroză, boală cardiacă ischemică; insuficiență hepatică, colestază intra și extrahepatică; ❖ sindrom nefrotic, insuficiență renală cronică; <> hipotiroidism, diabet zaharat; cancer de prostată; ❖ sarcina (fiziologic) Scăderea concentrației: • scăderea HDL, LDL; • cașexie, foamete, malabsorbție; • boli acute severe, inclusiv infarct miocardic acut, sepsis, arsuri extinse (datorită leziunilor acute tisulare; scăderea la % din nivelul inițial în prima zi de boală, revenirea la starea anterioară bolii în decurs de luni); • insuficienta hepatica asociata cu necroza hepatocitelor, ciroza hepatica, hepatocarcinom; • hipertiroidism, anemie megaloblastică, talasemie; • boala pulmonară obstructivă cronică; • poliartrită reumatoidă, limfangiectazie intestinală FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Concentrație crescută: alimente bogate în colesterol și acizi grași nesaturați, terapie cu androgeni, ciclosporine, diuretice tiazidice, ergocalciferol (doze mari), glucocorticoizi, levodopa, amiodarona STUDII BIOCHIMICE Scăderea concentrației: alimente sărace în colesterol și bogate în acizi polinesaturați (se pot reduce cu - %), luând medicamente pentru scăderea colesterolului, precum și terapie cu estrogeni, interferon, neomicină, tiroxină, ketoconazol, inhibitori de monoaminooxidază Colesterol cu lipoproteine de înaltă densitate (HDL-C) Lipoproteinele de înaltă densitate sunt micelii complexe formate din fosfolipide, proteine specifice sintetizate în hepatocite - apolipoproteine (apo-proteine) și lipide hidrofobe, în principal colesterol HDL efectuează transportul lipidelor din sânge, inclusiv al colesterolului, de la celulele țesuturilor periferice, inclusiv vasele de sânge ale inimii, la ficat, unde poate fi excretat din organism sub formă de acizi biliari Nivelurile scăzute de HDL-C sunt considerate ca un factor de risc pentru dezvoltarea aterosclerozei Limite de referință: , - , mmol/l Recomandările Societății Științifice de Cardiologie din întreaga Rusie, O scădere a concentrației de HDL-C sub , mmol/l la bărbați și mai puțin de , mmol/l la femei este asociată cu un risc crescut de apariție a bolii coronariene și a complicațiilor acesteia, un nivel peste , mmol/l joacă un rol important rol protector Pentru o evaluare corectă a tulburărilor aterogene ale metabolismului lipidic este necesar să se investigheze un set de indicatori: trigliceride, colesterol total, LDL-C, HDL-C cu calculul indicelui aterogen UTILIZARE CLINICĂ • Diagnosticul tulburărilor primare ale metabolismului lipidic (în combinație cu analiza electroforetică a lipoproteinelor și alte studii efectuate în laboratoare de specialitate) • Diagnosticul tulburărilor secundare ale metabolismului lipidic • Evaluarea riscului de ateroscleroză și a complicațiilor acesteia • Monitorizarea corectării tulburărilor aterogene ale metabolismului lipidic Creșterea concentrației: • creştere ereditară a HDL; • boli însoțite de modificări ale metabolismului HDL în ficat - ciroză biliară primară, hepatită cronică, alcoolism Scăderea concentrației: • ateroscleroza; • hipo-a-lipoproteinemie primară; • diverse forme de hipertrigliceridemie primară; • boli însoțite de modificări ale metabolismului HDL - diabet zaharat decompensat, boală hepatică cronică, colestază, sindrom nefrotic, insuficiență renală cronică, infecții virale și bacteriene acute FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Creşterea concentraţiei: cimetidină^, ciclofenilr, estrogeni, derivaţi ai acidului fibric, statine, acid nicotinic, fenobarbital, scădere în greutate la pacienţii obezi Scăderea concentrației: o dietă bogată în carbohidrați sau acizi grași polinesaturați, luând p-blocante, danazol, interferon, diuretice, progestative, androgeni STUDII BIOCHIMICE INDICE DE ATEROGENICITATE Indicele aterogenic este un indicator al tulburărilor aterogene ale metabolismului lipidelor, precum și al caracterului adecvat al terapiei de scădere a lipidelor în curs Evaluat împreună cu rezultatele altor teste de profil lipidic Metoda de cercetare: calcul folosind rezultatele studiului colesterolului total, HDL-C conform formulei (Klimov A N , ): indicele aterogen OHS (l / m ol / l) - CS - LGIVP (l s hol s / l) CS - LPVSHchlshol / l) Limite recomandate: nu mai mult de unități (recomandări europene ale revizuirii III, ; recomandări ale Societății Științifice de Cardiologie All-Russian ) Colesterol cu lipoproteine cu densitate joasă (LDL-C) Lipoproteinele de joasă densitate sunt micelii complexe formate din fosfolipide, proteine specifice sintetizate în hepatocite (apo-proteine), colesterol și trigliceride; sunt formate din VLDL ca urmare a metabolismului în sânge, transportă colesterolul din ficat către celulele țesuturilor periferice Nivelul LDL-C din sânge se corelează pozitiv cu riscul de a dezvolta boală coronariană mai strâns decât nivelul colesterolului total Patogenia aterosclerozei include deteriorarea peroxidului la componentele LDL sub influența factorilor inflamatori locali, capturarea acestora de către macrofage a pereților vasculari și includerea LDL-C în compoziția plăcilor aterosclerotice Limite de referință: , - , mmol/L O creștere a concentrației de LDL-C mai mare de , mmol / l este asociată cu un risc crescut de apariție a bolii coronariene și a complicațiilor acesteia; , - , mmol / l - risc limită, mai mult de , mmol / l - mare La pacienții cu boală coronariană, ateroscleroza arterelor periferice și carotide, anevrism al aortei abdominale, precum și diabet de tip , nivelul LDL-C mai mic de , mmol/l a fost recunoscut ca fiind optim Pentru o evaluare corectă a tulburărilor aterogene ale metabolismului lipidic, este necesar să se studieze un set de indicatori: trigliceride, colesterol total, LDL-C, HDL-C - cu calculul indicelui aterogen UTILIZARE CLINICĂ • Diagnosticul tulburărilor primare ale metabolismului lipidic • Diagnosticul tulburărilor secundare ale metabolismului lipidic • Evaluarea riscului de ateroscleroză și a complicațiilor acesteia • Monitorizarea corectării tulburărilor aterogene ale metabolismului lipidic Creșterea concentrației: • ateroscleroza; • hiperlipoproteinemie primară de tipuri Pa și Pb (hipercolesterolemie familială, hipercolesterolemie familială combinată); • sindroame și boli însoțite de modificări ale metabolismului LDL - hipotiroidism, sindrom nefrotic, insuficiență renală cronică, colestază, afecțiuni hepatice cronice, porfirie, diabet zaharat, sindrom Cushing, anorexie nervoasă Scăderea concentrației: • posibil cu hiperlipoproteinemie primară tip I (deficit de lipoprotein lipază, deficit de apoC-P), tip III; • boli insotite de scaderea LDL-C - anemie cronica, sindrom Raynaud, unele afectiuni hepatice, artrita, mielom, lupus eritematos sistemic (rar), hipotiroidism (rar) STUDII BIOCHIMICE FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Creșterea concentrației; beta-blocante, androgeni, progestative, ciclosporină, diuretice, glucocorticoizi, dietă bogată în colesterol Concentratie redusa: salicilati, colestiramina**, estrogeni, fibrati, statine, interferon, ketoconazol, acid nicotinic, tiroxina, dieta bogata in acizi grasi polinesaturati Colesterol cu lipoproteine cu densitate foarte scăzută Lipoproteinele cu densitate foarte joasă (VLDL) sunt micelii complexe formate din fosfolipide, proteine specifice (apo-proteine), precum și colesterol și trigliceride, în principal exogene Locul principal al sintezei VLDL este ficatul, o cantitate mică dintre acestea intră în plasma sanguină din intestin Rolul principal al acestor particule este transportul trigliceridelor din ficat către țesuturile periferice În sânge, VLDL sunt transformate în LDL ca urmare a hidrolizei trigliceridelor prin acțiunea lipoprotein lipazei Deoarece VLDL sunt implicate în mecanismul de formare a plăcii aterosclerotice, ele sunt clasificate ca lipoproteine puternic aterogene Hiperlipemia datorată VLDL, ca și chilomicronii , dă turbiditatea plasmei (chiloza), dar, spre deosebire de turbiditatea datorată chilomicronilor, nu se separă sub formă de strat când plasma este păstrată timp de - ore la ° C Metoda de cercetare: în majoritatea laboratoarelor nu este determinată Metoda de calcul conform formulei Friedwald nu este în prezent recomandată Pentru determinarea cantitativă a VLDL se utilizează electroforeza lipoproteinelor UTILIZARE CLINICĂ • Diagnosticul tulburărilor primare ale metabolismului lipidic (în combinație cu analiza electroforetică a lipoproteinelor și alte studii efectuate în laboratoare de specialitate) • Evaluarea riscului de ateroscleroză și a complicațiilor acesteia • Monitorizarea corectării tulburărilor aterogene ale metabolismului lipidic Creșterea concentrației: • dislipoproteinemie primară tip III, IV, V; • dislipoproteinemie secundară însoțită de afecțiuni patologice - obezitate, insuficiență renală cronică, sindrom nefrotic, diabet zaharat cu cetoacidoză, hipotiroidism, alcoolism cronic, pancreatită acută și cronică, insuficiență hipofizară, boala Niemann-Pick, lupus eritematozoic sistemic; • sarcina (trimestrul III, fiziologic) PROTEINE INDIVIDUALE Alfa-antitripsină Globulina, aparținând grupului de inhibitori ai serin-proteazei, reprezintă mai mult de % din activitatea antiproteazei serice Capabil să inactiveze tripsina, chimotripsina, colagenaza, plasmina, trombina și elastaza leucocitară Se referă la proteinele de fază acută Material (probă): ser de sânge Poate fi păstrat la CC timp de de ore, la - °C - până la luni, mai mult - la - °C Metode de cercetare: imunoturbidimetrie, nefelometrie Limite de referință: , - , g/l (la copii sub ani - , - , g/l) STUDII BIOCHIMICE UTILIZARE CLINICĂ Producția de cx-antitripsină în reacțiile de fază acută crește de aproximativ ori în de ore Deficiența de o-antitripsină este determinată genetic și este însoțită de hepatită neonatală, ciroză hepatică la o vârstă fragedă, boli pulmonare cu dezvoltarea emfizemului la tinerii de - de ani Creșterea conținutului: • reactii ale fazei acute a inflamatiei (infectii si inflamatii acute, leziuni, inclusiv chirurgicale); • hepatită acută și ciroză hepatică; • tumori maligne care progresează activ, în special cu metastaze hepatice Reducerea conținutului: • deficiență congenitală (icter neonatal prelungit, hepatită de etiologie necunoscută la nou-născuți și copii preșcolari, emfizem pulmonar la adulți, bronșită cronică obstructivă); • sindrom nefrotic: • leziuni severe ale ficatului sau pancreasului; • gastroenteropatie cu pierdere de proteine FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Creștere de conținut: ultimul trimestru de sarcină, concentrații mari de estrogeni (luând contraceptive care conțin estrogeni), steroizi anabolizanți Glicoproteina alfa-acida (orosomucoid) Suprimă imunoreactivitatea, modifică adezivitatea trombocitelor, leagă hormonii și medicamentele cu proprietăți de bază Proteine de fază acută Limite de referință: , - , g/l UTILIZARE CLINICĂ Diagnosticul afecțiunilor inflamatorii acute Un studiu în dinamică face posibilă evaluarea cursului procesului inflamator și, în cazul tratamentului chirurgical al tumorilor, diagnosticarea unei recidive Împreună cu haptoglobina, este utilizat pentru a detecta hemoliza (o creștere a nivelului de orosomucoid cu un nivel normal de haptoglobină indică o reacție de fază acută cu hemoliză moderată; Creșterea conținutului: • reacții ale fazei acute a inflamației (infecții și inflamații bacteriene, traumatisme, inclusiv intervenții chirurgicale, tumori); • artrita reumatoida: • lupus eritematos sistemic; • Boala Crohn; • infarct miocardic Reducerea conținutului: • leziuni hepatice severe; • gastroenteropatie cu pierdere de proteine; • sindrom nefrotic FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Creșterea conținutului: • vârstă, sex masculin, activitate fizică; • menopauza; STUDII BIOCHIMICE • obezitate, fumat: • luarea de medicamente - carbamazepină, anticonvulsivante, androgeni, glucocorticoizi Reducerea conținutului: • foamete; • Sarcina timpurie; • copilărie timpurie; • luarea de medicamente - agenți antimicrobieni, ciclosporine, penicilamină, tamoxifen, contraceptive orale Macroglobulina alfa Un inhibitor care inactivează majoritatea proteazelor, inclusiv enzimele sistemului de coagulare a sângelui, fibrinoliza, kalikreina plasmatică și componentele complementului Este o proteină de transport pentru unele enzime, hormoni, zinc Inhibă transformarea blastică a limfocitelor Limite de referință: în ser sanguin (plasmă) - , - , g/l; la nou-născuți, conținutul este de aproape ori mai mare decât la adulți, la femei este cu aproximativ % mai mare decât la bărbați UTILIZARE CLINICĂ O scădere a nivelurilor plasmatice este de obicei asociată cu creșterea activității proteolitice în pancreatită, malnutriție și o încălcare a capacității de sinteză a ficatului În cazul hipoalbuminemiei, sinteza ^-macroglobulinei în ficat crește compensatorie Creșterea conținutului: • în serul sanguin: ❖ sindrom nefrotic (creșterea serului este proporțională cu pierderea de proteine în urină); hepatită acută și cronică, ciroză hepatică; boală inflamatorie, pancreatită acută severă; • în urină: <> proteinurie postrenală Reducerea conținutului: • fibrinoliza activă, DIC; • pancreatită acută, pietre la rinichi sau la căile biliare; • tumori hepatice, infarct miocardic, boli pulmonare; • ulcer gastric sau duodenal; • gastroenteropatie cu pierdere de proteine; • mielom multiplu, poliartrită reumatoidă juvenilă FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Creșterea conținutului: • sarcina, activitate fizică semnificativă; • luarea de medicamente - estrogeni, contraceptive orale Reducerea conținutului: • dieta saraca in proteine Antistreptolizin- Antistreptolizina- (ASL-O) este un anticorp la streptolizina (un antigen al streptococului ] -hemolitic grup A) STUDII BIOCHIMICE Limite de referință: sub ani - mai puțin de UI/ml; mai vechi de ani - mai puțin de UI / ml UTILIZARE CLINICĂ Este un marker al infecției cu streptococ în organism: nivelul său crește la săptămână după infectare, atinge un vârf după - săptămâni și scade după - luni O creștere persistentă a nivelului este asociată cu dezvoltarea reumatismului În perioada de convalescență, indicatorul este mai scăzut decât în perioada acută, prin urmare, poate fi utilizat pentru a monitoriza dinamica cursului, a evalua gradul de activitate a procesului reumatic Studiul în serie (cu un interval de aproximativ săptămână) are valoarea maximă de diagnostic și prognostic Folosit în diagnosticul diferenţial al reumatismului cu artrita reumatoidă, în care gradul de creştere a ASL- este mult mai mic Titrul ASL- poate fi, de asemenea, crescut la purtătorii sănătoși de streptococ Creșterea conținutului: • reumatism (a crescut la % dintre pacienţii cu reumatismă acută); • boli de etiologie streptococică (erisipel, otită medie, scarlatina, amigdalita, amigdalită cronică, piodermie, osteomielita) și complicații aferente (reumatism, glomerulonefrită, miocardită) Antitrombina Antitrombina (AT) este o glicoproteină care formează o legătură stabilă cu serin proteazele hemostazei plasmatice AT este cel mai important inhibitor al sistemului de coagulare a sângelui Inhibă trombina și alte serin proteaze ale legăturii plasmatice a hemocoagulării: factorii IXa, Xa, XIa, XIIa și kalikreina Material (probă): plasmă citrat Stabil la - CC timp de până la săptămâni Metode de cercetare: imunoturbidimetrie, nefelometrie, metoda cu substrat cromogen Limite de referință: în plasma sanguină - , - , g/l ( - %), la nou-născuți - jumătate mai mult și atinge nivelul adulților cu luni UTILIZARE CLINICĂ Concentrația este redusă cu un risc crescut de tromboză Terapia pe termen lung cu heparină poate duce la o scădere a activității AT în plasma sanguină, iar tratamentul cu doze mari de heparină, în special heparină nefracționată (cu greutate moleculară mare), poate duce la o scădere tranzitorie a AT prin mecanismul de consum, mai ales la pacientii cu patologie severa, in cazuri critice, cu DIC, sepsis, tumori maligne O scădere a AT la % din valorile normale este un factor de risc pentru dezvoltarea trombozei venoase Creșterea conținutului: • reacția fazei acute a inflamației (infecții acute, inflamații, leziuni, tumori); • hepatită acută, colestază; • deficit de vitamina K Reducerea conținutului: • deficiență congenitală (ereditară) sau anomalii ale AT (coagulare crescută a sângelui) în DIC, sepsis, tromboză venoasă profundă, embolie pulmonară; • boli hepatice (tumori, ciroză, hepatită alcoolică, insuficiență hepatică cronică); • sindrom nefrotic (proteinurie peste g/l) STUDII BIOCHIMICE FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Creșterea conținutului: • luarea de medicamente - steroizi anabolizanți, anticoagulante orale (indirecte); • menstruaţia Reducerea conținutului: • mijlocul ciclului menstrual; • perioada pre și postpartum, toxicoza a doua jumătate a sarcinii; • perioada postoperatorie, leziuni multiple; • varsta in varsta; • luarea de medicamente - heparină, asparaginaza, estrogeni, contraceptive orale, glucocorticoizi Apoliproteinele A-I și A H Apoliproteinele A-I și A-P (apoA-I și apoA-P) sunt sintetizate în peretele intestinal, de unde sunt transportate ca parte a chilomicronilor și se acumulează în HDL Ele sunt principalele componente proteice ale lipoproteinelor de înaltă densitate Activează lipaza și inhibă lecitylcolina acetiltransferaza Rolul fiziologic al apoA- este transportul invers al colesterolului de la celule la ficat Limite de referință în serul sanguin: apoA-I - , - , g/l; apoA-P - , - , g/l UTILIZARE CLINICĂ Pentru diagnosticul formelor ereditare de tulburări ale metabolismului lipidic Creșterea conținutului: • hiperalfalipoproteinemie familială; • boală de ficat Reducerea conținutului: • hipoalfalipoproteinemie (diverse forme); • trigliceridemie, risc crescut de ateroscleroză; • colestază; • sindrom nefrotic, insuficienta renala cronica; • diabet zaharat decompensat; • septicemie FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Creșterea conținutului: • scădere în greutate, activitate fizică; • consum moderat de alcool; • sarcina; • luarea de medicamente - carbamazepină, derivați ai acidului fibric, statine, estrogeni, contraceptive orale Reducerea conținutului: • luarea de medicamente - diuretice, androgeni, progestative, β-blocante Apolipoproteina B Apolipoproteina B (apoB) are două forme: apoB- , care este sintetizată în tractul gastrointestinal și este cea mai importantă proteină structurală a XM, și apoB- , care este sintetizată în ficat ApoB- este prezent în toate fracțiile aterogene ale lipo- STUDII BIOCHIMICE proteine: LDL, VLDL, LPP și lipoproteine (a) - LP (a) Nivelul apoB, măsurat prin metoda imunoturbidimetrică, reflectă în mare parte conținutul de apoB- în particulele LDL, corespunde mai bine numărului de particule LDL din ser decât LDL-C Măsurarea apoB LDL are avantaje față de măsurarea LDL-C, datorită conținutului constant de proteine din particulele LDL, în timp ce cantitatea de colesterol poate varia foarte mult Limite de referință: apoB- - , - , g/l; apoB- - mai puțin de , g / l UTILIZARE CLINICĂ Să identifice și să caracterizeze diferite tipuri de hiper și hipolipoproteinemie în bolile coronariene, diabetul zaharat, disfuncția tiroidiană, bolile hepatice etc Creșterea conținutului: • hipercolesterolemie familială, hiperapobetalipoproteinemie; • hiperlipoproteinemie de tipuri II, IV și V; • cardiopatie ischemică, sindrom nefrotic; • diabet zaharat, hipotiroidism; • boli hepatice, obstrucție a căii biliare; • sindromul Itsenko-Cushing, porfirie; • insuficienta renala cronica Reducerea conținutului: • abetalipoproteinemie, hipobetalipoproteinemie familială; • hipertiroidism; • boală de ficat; • malabsorbție syn croma; • anemie cronică; • disfuncție hepatocelulară severă; • boli inflamatorii ale articulațiilor; • mielom multiplu FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Creșterea conținutului: • o dietă bogată în grăsimi saturate; • sarcina; • luarea de medicamente - diuretice, catecolamine, androgeni, glucocorticoizi, progestative, p-blocante, ciclosporine Reducerea conținutului: • o dietă bogată în acizi grași polinesaturați și săracă în colesterol; • menopauza; • pierdere în greutate; • luarea de medicamente - colestiramină * , estrogeni, derivați ai acidului fibric, statine, tiroxină RATIO ap o A-i/apov Valorile absolute ale nivelurilor apoA-I și apoB în serul sanguin (plasmă) pot varia foarte mult, în timp ce raportul apoA-I/apoB este mult mai stabil și poate fi utilizat ca un indicator precoce al tulburărilor metabolismului lipidic și al riscului de ateroscleroză Valoarea recomandată a apoA-I/apoB este mai mare de , Depășirea coeficientului este asociată cu o scădere a riscului de dezvoltare a patologiei cardiovasculare, o scădere - cu creșterea riscului STUDII BIOCHIMICE Lipoproteina(a) Lp(a) este o moleculă complexă care are o similaritate structurală cu LGTNP, blochează legarea plasminogenului de un cheag de fibrină, inhibă fibrinoliza, promovează tromboza Limite de referință: în serul sanguin - mai puțin de , g/l UTILIZARE CLINICĂ Un factor de risc independent pentru boli cardiovasculare Este folosit pentru a identifica tulburările ereditare, riscul crescut de boli ale sistemului cardiovascular, ateroscleroza, pentru a rezolva problema prescrierii terapiei hipolipemiante Creșterea conținutului: • ameliorarea ereditară; • sindrom nefrotic, uremie (la pacienţii aflaţi în hemodializă); • diabet zaharat netratat și prost controlat; • hipotiroidism sever; • reacție de fază acută, fază acută a infarctului miocardic; • risc crescut de boli cardiovasculare; • patologia precoce a vaselor coronare și cerebrale Reducerea conținutului: • scadere ereditara, ciroza biliara primara; • hipertiroidism, hipertrigliceridemie FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Creșterea conținutului: • deficit de insulină, tiroxină liberă Reducerea conținutului: • luarea de medicamente - neomicină, steroizi anabolizanți, estrogen Haptoglobina Funcția principală a haptoglobinei este legarea hemoglobinei libere în timpul hemolizei intravasculare, care protejează organismul de pierderea fierului Îndeplinește o funcție de protecție, formând complexe cu proteinele eliberate în timpul degradarii celulare, este un inhibitor al catepsinelor și transportă vitamina B Complexul "hemoglobină-haptoglobină" are o activitate peroxidază ridicată, inhibă peroxidarea lipidelor În faza acută a inflamației, concentrația serică de haptoglobină crește de până la ori în de ore Limite de referință: în ser - , - , g/l La nou-născuți, aceasta poate fi semnificativ mai mică, crescând în primele cinci zile de viață de ori comparativ cu momentul nașterii UTILIZARE CLINICĂ Determinarea haptoglobinei este utilizată în diagnosticul anemiei, pentru diagnosticul diferențial al hemolizei crescute (nivelul de haptoglobină este redus) cu eritropoieza ineficientă (nivelul haptoglobinei este normal) Interpretarea ar trebui să țină cont de rezultatele măsurării concentrației reactanților de fază acută Nivelul haptoglobinei crește în timpul proceselor inflamatorii și necrobiotice, reflectând gradul de distrugere a țesutului conjunctiv (colagenoză, reumatism, sepsis, infarct miocardic acut, pneumonie, tumori) Creșterea conținutului: • reacții de fază acută (inflamații, infecții, tumori maligne); STUDII BIOCHIMICE • colagenoze, colestază, boli autoimune; • boala Hodgkin (limfogranulomatoza) Reducerea conținutului ( ng/m); • intervenții chirurgicale extinse, leziuni multiple grave; • insuficienta cardiaca cronica Factorul reumatoid Factorul reumatoid (RF) - autoanticorpi aparținând tuturor claselor de imunoglobuline (până la % - IgM), îndreptați împotriva fragmentului Fc al propriilor imunoglobuline G Periculoși prin capacitatea de a afecta membranele sinoviale ale articulațiilor și pereții de sânge vasele Material (probă): ser de sânge luat pe stomacul gol Se poate păstra la + °C timp de de ore, la - °C - până la luni, mai mult - la - °C Metode de cercetare: imunoturbidimetrie, imunotest enzimatic Limite de referință; mai puțin de UI/ml UTILIZARE CLINICĂ Pentru a determina activitatea procesului, monitorizați, preziceți și controlați eficacitatea tratamentului bolilor reumatice, altor boli autoimune și inflamatorii cronice În funcție de prezența RF, se disting formele seropozitive și seronegative de artrită reumatoidă Concentrațiile mari de RF sunt asociate cu dezvoltarea leziunilor sistemice (extra-articulare) ale țesutului conjunctiv și cu activitatea ridicată a proceselor distructive La copiii cu poliartrită reumatoidă juvenilă, factorul reumatoid este adesea negativ Este considerat un predictor important al rezultatului poliartritei reumatoide STUDII BIOCHIMICE Creșterea conținutului: • artrita reumatoida, sindromul Sjögren, lupusul eritematos sistemic; • sclerodermie, crioglobulinemie, dermatomiozită, sarcoidoză; • infectii bacteriene si virale; • ciroza biliara primara; • boli inflamatorii cronice - endocardită bacteriană subacută, sifilis, tuberculoză, malarie, hepatită cronică activă, mononucleoză infecțioasă (de obicei nivelul RF este mai scăzut decât în poliartrita reumatoidă); • tumori maligne FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Creștere de conținut: bătrânețe proteina C-reactiva Proteina C reactivă (CRP) este o componentă a răspunsului imun Poate lega nu numai polizaharidele prezente pe suprafața bacteriilor, ciupercilor și paraziților, ci și polianionilor, policationilor, acizilor nucleici Atașat de membranele microorganismelor și celulelor deteriorate, CRP activează cascada complementului și promovează fagocitoza Capabil să activeze trombocitele Funcții importante sunt recunoașterea substanțelor potențial toxice formate în timpul defalcării celulelor proprii organismului, legarea, detoxifierea și îndepărtarea lor din sânge Material (probă): ser de sânge Se poate păstra la + °C timp de de ore, la - °C - până la luni, mai mult - la - °C Metode de cercetare: imunodifuzie radială, imunoturbidimetrie, nefelometrie, aglutinare latex, imunotest enzimatic Limite de referință: în serul sanguin - , - , mg/l În primele cinci zile de viață, CRP este mai mică de mg / l După a -a zi - mai puțin de mg / l, ca la adulți UTILIZARE CLINICĂ Proteina principală a fazei acute (nivelul CRP crește în - ore după boală, accidentare, intervenție chirurgicală) Este utilizat pentru evaluarea activității proceselor inflamatorii, monitorizarea dinamicii acestora, diagnosticul diferențial al infecțiilor bacteriene și virale, selectarea unui tratament adecvat și monitorizarea eficacității acestuia După o accidentare sau intervenție chirurgicală, în absența complicațiilor, concentrația CRP revine la normal în următoarele - zile Prognostic prost dacă CRP este mai mare de mg/l mai mult de zile sau după - zile există doar o scădere ușoară O creștere vizibilă a CRP este tipică cu - zile înainte de moarte Creșterea conținutului: • - mg/l - infectii virale si bacteriene moderate; • - mg/l - inflamație acută și infecții bacteriene de severitate moderată, după traumatisme sau intervenții chirurgicale; • - mg/l - leziuni grave, arsuri, sepsis; • persistența CRP indică un proces inflamator care persistă în organism, tratament inadecvat, prognostic prost - o ușoară creștere a concentrației în valorile normale (până la mg/l) (Tabelul - ) STUDII BIOCHIMICE Tabelul - Evaluarea activității proceselor inflamatorii după nivelul proteinei C-reactive CRP - - Mg/l CRP > mg/l infecții bacteriene locale Infarct miocardic (maximum după zile) Infecții virale Infecții cronice (tuberculoză, sifilis) Sarcoidoza Artrita reumatoida Artrita psoriazica, guta Boli ale țesutului conjunctiv, cum ar fi LES, dermatomiozită Colită ulcerativă Infecție intrauterină Infecții bacteriene severe, inclusiv postoperatorii (sepsis, pneumonie, pielonefrită) Artrita reumatoidă activă Spondiloartrita seronegativă extrem de activă Vasculita sistemica Boala Crohn activă Tromboză venoasă profundă Pancreatita acuta Tumori necrozante metastatice FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Creșterea conținutului: • vârsta, activitatea fizică, urcatul scărilor; • fumatul (poate ajunge la mg/l); • a rămâne însărcinată; • niveluri crescute de estrogen PROTEINA C-REACTIVĂ DE BAZĂ Nivelul de bază al proteinei C-reactive (hs-CRP) este concentrația de CRP, care este detectată stabil la persoanele aparent sănătoase sau la pacienți în absența unui proces inflamator acut sau fără o exacerbare a bolii Material (probă): ser de sânge Poate fi păstrat la °C timp de de ore, la - °C - până la luni mai lung - la - ° C Metode de cercetare: imunoturbidimetrie cu latex, nefelometrie, imunotest enzimatic UTILIZARE CLINICĂ Nivelul hs-CRP - mg/l este un semn al unui proces inflamator lent, este asociat cu un risc crescut de boli cardiovasculare și complicații ale acestora (infarct miocardic, accident vascular cerebral), precum și riscul de moarte subită cardiacă la persoanele care nu suferă de boli cardiovasculare Este folosit pentru a identifica pacienții care au nevoie de tratament preventiv, pentru a evalua eficacitatea prevenirii bolilor cardiovasculare și a complicațiilor acestora: atunci când renunțați la fumat, activitatea fizică regulată și tratarea obezității, nivelul inițial CRP scade Determinarea hs-CRP poate stimula pacientul să facă schimbări în stilul de viață (pentru a renunța la obiceiurile proaste Creșterea conținutului: • risc crescut de boli cardiovasculare la adulții altfel sănătoși; • pacienţii cu boală coronariană prezintă un risc crescut de complicaţii precoce şi întârziate după grefarea bypassului coronarian, risc crescut de restenoză ulterioară; • la pacienţii cu angină pectorală instabilă şi infarct miocardic acut, riscul de mortalitate: ❖ hs-CRP mai mic de mg/l - scăzut; ■<> hs-CRP - mg/l - mediu; ❖ hs-CRP > mg/l - ridicat; ani , - , Bărbat, > ani , - , UTILIZARE CLINICĂ Diagnosticul diferențial al anemiei, controlul terapiei pentru anemie cu deficit de fier Identificarea deficitului de fier în boli infecțioase cronice, boli inflamatorii sistemice, malnutriție, malabsorbție, hipo- și beriberi Diagnosticul hemocromatozei, intoxicații cu fier La rezolvarea problemelor de diagnostic, se recomandă prescrierea unui studiu al fierului seric în combinație cu alți indicatori biochimici ai metabolismului fierului (transferină, capacitatea totală de legare a fierului sau feritina) și studii hematologice Concentrație crescută (deseori combinată cu depunerea crescută de fier în țesuturile parenchimoase și epiteliu): • hemocromatoză idiopatică; • hemocromatoza secundara in anemie hemolitica, intoxicatie cu plumb, talasemie, administrare parenterala excesiva de preparate cu fier, transfuzii repetate de sange, intoxicatie acuta cu compusi care contin fier, hepatita alcoolica Scăderea concentrației: • anemie feriprivă datorată pierderii crescute de fier de către organism (pierderi acute și cronice de sânge), aport insuficient de fier în organism cu o dietă lapte-vegetariană, sindrom de malabsorbție, boli cronice ale stomacului și intestinelor, aport crescut de fier ( în timpul sarcinii, alăptării, în adolescență, după efort fizic intens); • anemie în boli cronice (boli difuze ale țesutului conjunctiv, tuberculoză, infecții fungice), oncopatologie, inclusiv leucemie acută și cronică, limfoame, mielom; • hemodializa in insuficienta renala cronica; • boli hepatice cronice (hepatită, ciroză) datorită scăderii biosintezei transferinei FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Zilnic, ritmuri menstruale Creșterea conținutului: tratament cu cloramfenicol, metotrexat, cisplatină, estrogeni, luarea de contraceptive orale care conțin estrogeni Reducerea conținutului: tratament cu alopurinol, metformină, glucocorticoizi, administrarea de doze mari de acid acetilsalicilic, steroni anabolizanți STUDII BIOCHIMICE dov; aport crescut de fier (în timpul sarcinii, alăptării, adolescenței, după efort fizic intens) Capacitate de legare a fierului seric Un indicator al capacității serului de a lega ionii de fier; reflectă concentrația în principal de transferină, precum și o cantitate mică de alte proteine care leagă fierul în plasma sanguină, depinde de rata de biosinteză a transferinei de către hepatocite, care crește odată cu deficiența de fier în organism Testul este mai puțin informativ decât definiția transferinei Limitele de referință sunt prezentate în tabel - Tabelul - Limitele de referință pentru capacitatea totală de legare a fierului seric Vârsta µmol/l ani , - , UTILIZARE CLINICĂ Controlul potasiului în insuficiență renală acută și cronică, insuficiență cardiacă, acidoză și alcaloză, hemodializă, diuretice, glicozide cardiace Excluderea concentrației patologice de potasiu ca cauză a aritmiilor cardiace Diagnosticul și monitorizarea insuficienței suprarenale Concentrație crescută (hiperkaliemie): • aportul excesiv de potasiu în organism (perfuzie rapidă de soluții de potasiu); • eliberarea potasiului din celule în lichidul extracelular în timpul hemolizei masive, rabdomiolizei, degradarii tumorii, leziuni tisulare severe, arsuri profunde, hiperpirexie malignă acidoza; • excreția redusă de potasiu de către rinichi (insuficiență renală acută cu oligo- și anurie, acidoză, insuficiență renală cronică în stadiu terminal, boala Addison, pseudohipoaldosteronism, hipofuncție a sistemului renină-angiotensină-aldosteron, stări de șoc, ischemie tisulară); • scăderea volumului de lichid extracelular (deshidratare) Scăderea concentrației (hipokaliemie): • aport insuficient de potasiu în organism în timpul foametei cronice; • pierderea de potasiu în urină cu acidoză tubulară renală, insuficiență renală, sindrom Fanconi, sindrom Conn (aldosteronism primar), aldosteronism secundar, sindrom Cushing, diureză osmotică (în diabetul zaharat), alcaloză; • pierderea de potasiu de către organism cu secreții intestinale cu vărsături frecvente, diaree abundentă, adenom al vilozităților intestinale, fistule intestinale, aspirație a conținutului stomacului prin sonda nazogastrică; • aport crescut de potasiu în celule în timpul tratamentului cu glucoză și insulină, paralizie periodică familială, alcaloză; • pierderea transpiratiei in fibroza chistica; • deficit de magneziu FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Creșterea concentrației: hemoliză, depozitare pe termen lung a plasmei, ser înainte de separarea de celule sanguine, cheag, amiloridr, spironolactonă, tri-amteren, acid aminocaproic, medicamente antitumorale, digoxină, antiinflamatoare nesteroidiene, trimetoprim-sulfametoxazol, hipotermie, introducerea unei cantități mari de lichid cu conținut ridicat de potasiu Scăderea concentrației: luarea de glucocorticoizi, diuretice (cu excepția celor care economisesc potasiu) [ -blocante, antibiotice aminoglicozide, administrare de ACTH, aldosteron; tratamentul anemiei megaloblastice cu vitamina B sau acid folic Potasiu în urină Material (probă): urină zilnică (după urinarea de dimineață, notați timpul și colectați urina timp de de ore într-un recipient uscat și curat depozitat într-un loc răcoros) STUDII BIOCHIMICE Nume loc; la sfârșitul colectării de urină, amestecați, măsurați volumul, îndreptați-l în direcția; se toarnă aproximativ ml într-un recipient pentru testare în laborator) Înainte de studiu, puteți păstra luni la + ° C, un an - la - ° C Metoda de cercetare: electrozi ion-selectivi Limitele de referință sunt prezentate în tabel * Tabelul - Limitele de referință pentru excreția urinară de potasiu Vârsta mmol/zi ani - UTILIZARE CLINICĂ Monitorizarea soldului veniturilor si pierderilor Terapia de control pentru tulburările hormonale, în special glandele suprarenale Insuficiență renală alcaloza metabolica Creștere (hipercaliurie): • aportul de ioni de potasiu din celule (traume, sepsis, transfuzie de eritrocite cu termen de valabilitate mai mare de zile); • inaniţie (creşterea poate fi de până la mmol/zi); • sindromul Cushing, aldosteronism primar si secundar; • sindroame tubulare renale (în faza poliurică a insuficienței renale acute, acidoză metabolică renală); • Sindromul Fanconi Scădere (hipocaliurie): • deficit cronic de potasiu în alimente; • pierderea de potasiu (vărsături, diaree); • Boala Addison; • boli renale cu rata de filtrare redusă (glomerulonefrită, pielonefrită, nefroscleroză) Cu pierderi extrarenale, hipocaluria este de obicei de până la mmol / l, cu pierderi renale, adesea asociate cu administrarea de diuretice, mai mult de mmol / l FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Excreția urinară de potasiu depinde de dietă Hipercaliurie: introducerea de ACTH, cortizol și hidrocortizon, luând diuretice Diureticele de ansă inhibă mecanismul de transport al potasiului; diureticele osmotice și inhibitorii de carbanhidraz inhibă reabsorbția proximală a potasiului; toate formele de diuretice cresc livrarea de lichid către canalele colectoare, ceea ce mărește secreția și excreția de potasiu; toate diureticele, epuizarea rezervelor de sodiu și creșterea concentrației de aldosteron în sânge, stimulează pentru a doua oară secreția de potasiu Calciu Calciul este unul dintre mineralele din corpul uman care îndeplinește multe funcții Concentrația de calciu din citoplasmă este de aproximativ de ori mai mare decât nivelul acestuia din lichidul extracelular, inclusiv din plasma sanguină Această distribuție a calciului este menținută de Ca-ATPaza membranei celulare și membrana reticulului sarcoplasmatic din miocite, ceea ce este necesar pentru ca acest ion să îndeplinească o serie de funcții de reglare: procese de secreție hormonală, realizarea intracelulară a efectelor multor compuși biologic activi, inițierea contracției musculare legarea ionilor de calciu STUDII BIOCHIMICE cu canalele de sodiu ale țesutului nervos și muscular, determinați pragul excitației lor În acest sens, nivelul de calciu din serul sanguin este unul dintre parametrii cel mai strâns controlați ai homeostaziei, care depinde de metabolismul țesutului osos, de aportul de calciu cu alimente și de excreția cu urina Aproximativ % din calciul organismului, împreună cu fosfații, formează hidroxiapatite din faza minerală a țesutului osos al oaselor scheletului și dinților Principalii regulatori ai metabolismului calciului sunt hormonii hipercalcemici - calcitriol (o formă activă a vitaminei Bc) și hormonul paratiroidian (crește nivelul de calciu din plasma sanguină, sporind absorbția acestuia în intestinul subțire, reabsorbția în rinichi, resorbția osoasă), precum și hormonul hipocalcemic calcitonina (reduce nivelul de calciu din plasma sanguină în principal prin creșterea mineralizării țesutului osos) În mod normal, efectele hormonului paratiroidian și ale calcitriolului asupra rinichilor și intestinelor sunt de o importanță decisivă pentru asigurarea conținutului de calciu din organism, care este necesar pentru formarea și reînnoirea țesutului osos Schimbul de hidroxiapatite în țesutul osos este afectat și de hormonii sexuali, cu un nivel crescut - glucocorticoizi și hormoni tiroidieni În plasma sanguină, calciul este conținut în trei forme care se află în echilibru dinamic: ionii de calciu (calciu liber) - aproximativ %; calciu legat de proteine (în principal albumină) - aproximativ %; complexat cu anioni de calciu cu greutate moleculară mică (bicarbonați, fosfați, lactat, citrat) - aproximativ % Calciul total din plasma sanguină este concentrația totală a tuturor acestor forme de calciu Funcțiile de reglare corespunzătoare, precum și modularea producției de hormoni care mențin homeostazia calciului, sunt efectuate de calciu ionizat Abaterile de la limitele de referință ale nivelului plasmatic de calciu ionizat se manifestă printr-o încălcare a excitabilității nervoase și musculare, precum și a contractilității miocardului și a mușchilor netezi, inclusiv a mușchilor netezi ai vaselor de sânge Aceste tulburări sunt mai pronunțate odată cu dezvoltarea rapidă a hipo- sau hipercalcemiei Apariția tetaniei și a convulsiilor este posibilă cu calciu ionizat mai mic de , mmol / l; nivelul său care pune viața în pericol este mai mic de , mmol/l Deficiența de Ca + în organism duce la o încălcare a mineralizării țesutului osos Material (probă): ser sau sânge prelevat cu heparină cu fixare minimă a venelor Pentru determinarea calciului total, serul poate fi păstrat timp de săptămâni la + °C, timp de luni la - °C Pentru a determina calciul ionizat, se recomandă utilizarea plasmei sanguine sau a sângelui integral cu heparină, care trebuie păstrată etanș etanș timp de cel mult ore la + °C Metode de determinare: calciul total se măsoară prin metoda colorimetrică, ionizat - prin potențiometrie ion-selectivă Limitele de referință sunt prezentate în tabel - Tabelul - Limitele de referință pentru calciul total Sex, vârstă mmol/l ani , - , Bărbat, - ani , - , Bărbat, > ani , - , Calciul ionizat în plasma sanguină (heparină) la nou-născuți variază în funcție de ziua de viață, la adulții peste ani - , - , mmol/l STUDII BIOCHIMICE UTILIZARE CLINICĂ Identificarea tulburărilor metabolismului calciului în osteopenie și osteoporoză, osteomalacie, hipotonie musculară, sindrom convulsiv, parestezie, boli intestinale cronice cu malabsorbție, aritmii, metastaze ale tumorilor maligne în țesutul osos, hipertiroidism, hiperparatiroidism, tratament cu panglicocorititoide, calciu-trioli, , la pacienți unitățile de terapie intensivă și unitățile de terapie intensivă Interpretarea rezultatelor determinării calciului total din sânge într-o serie de situații este complicată de dependența acestui indicator de concentrația de proteine și anioni organici din plasma sanguină, cu care este asociat calciul Pentru a evalua implicarea tulburărilor homeostaziei calciului în dezvoltarea tulburărilor neurologice și cardiovasculare, este necesar să se studieze calciul ionizat Formulele propuse pentru calcularea calciului ionizat prin calciu total, proteine totale și albumină nu sunt aplicabile într-o serie de situații, deoarece utilizarea lor poate duce la erori Concentrație crescută (hipercalcemie) (cel mai adesea asociată cu mobilizarea crescută a calciului din țesutul osos): • hipervitaminoza D; • hiperparatiroidism primar (adenom sau carcinom al glandelor paratiroide); • sinteza ectopică a hormonului paratiroidian în cancerul de plămâni, rinichi, ovare, vezică urinară, esofag, tumori ale capului și gâtului; • hiperparatiroidism secundar în insuficiența renală cronică, hipovitaminoza D (nivelul de calciu total, precum și ionizat, poate fi periodic în intervalul de referință sau redus în combinație cu o modificare a nivelului de fosfați și creșterea activității fosfatazei alcaline); • tireotoxicoza; • imobilizare; • dezintegrarea țesutului osos în focarele de hiperplazie în hemoblastoze; • osteoliză în cazul tumorilor maligne ale țesutului osos, metastaze osoase (cel mai adesea în cancerul de sân, plămân, rinichi): • sarcoidoza, tuberculoza, histoplasmoza (datorita absorbtiei crescute a calciului in intestin); • hipercalcemie idiopatică a nou-născuților (sindromul Williams); • hipercalcemie hipocalciurică ereditară; • o creștere a calciului ionizat ca urmare a modificărilor legării calciului de proteine și anioni organici din plasma sanguină: o-acidoza (o scadere a pH-ului cu , determina o crestere a concentratiei de calciu ionizat cu , mmol/l) Scăderea concentrației (hipocalcemie): • pancreatită acută cu necroză pancreatică; • absorbția insuficientă a calciului din intestine și/sau o scădere a reabsorbției sale în rinichi: hipovitaminoza D la rahitism la copii și osteomalacie la adulți (ca urmare a insolației reduse, malabsorbției și malnutriției); hipoparatiroidism (postoperator, autoimun, sindromul Di George); hipoparatiroidism neonatal cu hiperparatiroidism matern; pseudohipoparatiroidism (deficit ereditar al receptorilor hormonilor paratiroidieni); hipomagnezemie severă, hipermagneziemie (provoacă o încălcare a producției și a mecanismelor de acțiune a hormonului paratiroidian); - insuficienta hepatica, insuficienta renala cronica asociata cu scaderea formarii calcitriolului din vitamina D; STUDII BIOCHIMICE o- nefroză; o hipoalbuminemie (calciul total scade, în timp ce calciul ionizat poate fi în intervalul de referință): • scăderea calciului ionizat ca urmare a modificărilor legării calciului de proteine și anioni organici din plasma sanguină: ❖ alcaloză (o creștere a pH-ului cu , determină o scădere a concentrației de calciu ionizat cu , mmol/l); -Despre hemotransfuzia de produse din sânge care conțin cptrat FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Creștere: stază în timpul prelevării de sânge, schimbarea poziției orizontale a corpului în poziție șezând, dietilstilbestrol, tamoxifen, tratament cu vitamina D, calcitriol, diuretice tiazidice Scăderea: calcitonine, aminoglicozide, furosemid, barbiturice (la vârstnici), anticonvulsivante, consum excesiv de laxative, indapamidă, hemodializă cu calciu scăzut în dializat Magneziu Aproximativ % din magneziul organismului se găsește în faza minerală a țesutului osos Magneziul este un antagonist al calciului pentru o serie de efecte în țesuturile moi (modificări ale tonusului vascular, excitabilitatea celulelor nervoase și musculare, coagularea sângelui etc ), unde se găsește în principal în celule ( % din totalul magneziului) Magneziul face parte din aproape de enzime, participă la sinteza proteinelor, secreția de hormoni paratiroidieni, formează complexe cu acizi nucleici, fosfolipide ale membranelor celulare, reducându-le fluiditatea și permeabilitatea Absorbția magneziului alimentar are loc în intestinul subțire, depinde de conținutul de grăsimi din dietă și este inhibată de calciu și fosfat Rinichii sunt organul principal pentru reglarea conținutului de magneziu din organism Cu un deficit de magneziu, reabsorbția sa din urina primară este de %, când intră în organism în cantitate crescută, excreția de magneziu de către rinichi crește Factorii care reglează homeostazia magneziului sunt puțin înțeleși În plasma sanguină, aproximativ % din magneziu este în formă ionizată, % - sub formă de complexe cu citrat și albumină Concentrația de magneziu în celule este menținută la un nivel constant chiar și cu modificări semnificative ale conținutului său în plasma sanguină Cu hipomagnezemie, sunt create condiții pentru apariția extrasistolelor ventriculare, creșterea activității reflexelor tendinoase, ataxie, dezorientare, stări convulsive și dezvoltarea hipocalcemiei Cu hipermagnezemie (peste , mmol / l), pot apărea greață, vărsături, somnolență, slăbiciune musculară, bradicardie, blocaj atrioventricular Limite de referință: , - , mmol/L UTILIZARE CLINICĂ Situații clinice care creează un risc de tulburări de homeostazie a magneziului și/sau sunt însoțite de simptome senzoriale și neuromusculare ale unor astfel de tulburări Concentrație crescută (hipermagnezemie): • insuficiență renală; • Boala Addison; • hipotermie Scăderea concentrației (hipomagnezemie): • cel mai adesea - alcoolism cronic (datorită conținutului redus de magneziu din dietă, încălcări ale absorbției sale în intestine și excreție crescută de către rinichi); STUDII BIOCHIMICE • malabsorbție în cancer, colită, scăderea funcției pancreasului, rezecția stomacului, intestinelor; • pierderi crescute în timpul vărsăturilor prelungite, diareei, fistulelor; • cetoacidoza diabetica sau diabet zaharat necompensat (transfer de magneziu din celule si excretie crescuta de catre rinichi din cauza glucozuriei); • medicamente care cresc excreția renală; • bypass cardiopulmonar FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Creștere: excesivă, utilizarea de medicamente care conțin magneziu (antiacide, laxative, clisme) Reducere: medicamente care cresc excreția renală (diuretice de ansă, amfotericină, gentamicină, digoxină, ciclosporină), nutriție proteico-calorică, supradozaj cu diuretice, utilizarea pe termen lung a laxativelor, bicarbonaților, teofilinei Cupru Cuprul este un oligoelement al organismului uman, o componentă a multor enzime care catalizează oxidarea substanțelor de către oxigenul molecular în procesele de producere a energiei, sinteza neurotransmițătorilor, pigmentul de melanină etc Ioni de cupru liberi, precum și ionii de alte metale cu valență variabilă, pot iniția deteriorarea peroxidului la proteine și lipide De aceea, în plasma sanguină cuprul este asociat cu o glicoproteină sintetizată de ficat - ceruloplasmina Această proteină, simultan cu funcția de transport a cuprului, prezintă activitate antioxidantă: funcționând ca o feroxidază în plasma sanguină, reduce ferionii liberi la ioni fero legați de proteina transferină În mod normal, - mg de cupru pe zi vin cu alimente, din care aproximativ % este absorbită Cuprul este excretat din organism cu bilă (aproximativ %) și cu epiteliul dezumflat al mucoasei intestinale ( %) Doar aproximativ % din cuprul absorbit este excretat prin urină Manifestările deficienței de cupru includ anemie, neutropenie, diverse tulburări osoase și articulare, scăderea pigmentării pielii, patologia sistemului nervos central și a sistemului cardiovascular Pentru boala Wilson-Konovalov (deficit determinat genetic de ceruloplasmină și/sau receptorii săi), este caracteristică afectarea progresivă a sistemului nervos și a ficatului, datorită efectelor toxice ale cuprului depus în aceste organe Un exces de cupru poate provoca semne de otrăvire (greață, vărsături, diaree, dureri abdominale), însoțite de scăderea activității și a biosintezei anumitor enzime Limitele de referință sunt prezentate în tabel - Tabelul - Limitele de referință pentru cuprul seric total Vârsta, lol µmol/l ani - UTILIZARE CLINICĂ Monitorizarea homeostaziei apei și electroliților în patologia rinichilor, glandelor suprarenale, leziuni cerebrale traumatice, diabet zaharat Controlul consumului de diuretice Modificările excreției urinare de sodiu sunt asociate cu modificări ale osmolarității plasmei sanguine, ale volumului sanguin circulant și depind de aportul alimentar, redistribuirea între sectoarele de lichid extracelular și excreția de către rinichi Creșterea pierderii urinare de sodiu este una dintre cele mai importante cauze ale hipovolemiei Cu pierderi extrarenale, conținutul de sodiu în urina zilnică este mai mic de mmol / l; cu pierderi prin rinichi din cauza deficitului de aldosteron - mai mult de mmol / l; în oligurie prerenală acută - mai puțin de mmol / l; cu necroză acută a tubilor renali - mai mult de mmol / l Creștere (hipernatriurie): • aport crescut de sodiu; • diureza postmenstruală (condiții fiziologice); STUDII BIOCHIMICE • insuficienţă suprarenală primară sau secundară • jad; • acidoză tubulară renală; • terapie cu diuretice; • Diabet; • Sindromul Barter; • secretie inadecvata de ADH de diverse etiologii; • orice formă de alcaloză, însoțită de eliberarea de urină alcalină Scădere (hiponatriurie): • aport inadecvat de sodiu; • retenție premenstruală de sodiu și apă; • pierderea extrarenală de sodiu cu aport adecvat de apă și înlocuire de sare (vărsături, diaree, transpirație excesivă); • primele - de ore după operație (sindrom de stres diuretic); • hiperfunctie corticosuprarenala; • afectiuni cu scaderea filtrarii glomerulare datorita scaderii fluxului sanguin renal; • acidoză; • diaree; • transpirație crescută, FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Creștere: cofeină, terapie cu calcitonină, inhibitori de anhidrază carbonică, cisplatină, diuretice, dopamină, heparină, progesteron, tetraciclină Reducere: tratament cu glucocorticoizi, adrenalina Fosfor, anorganic Anionii fosfat sunt printre principalii anioni ai organismului Aproximativ % din fosfor este prezent in tesutul osos sub forma de saruri de calciu - hidroxiapatite În țesuturile moi, fosfații se găsesc în principal în interiorul celulelor, unde joacă rolul unei componente structurale a compușilor organici (acizi nucleici, fosfolipide, coenzime etc ), participă la metabolismul energetic (metabolismul creatin-fosfatului, ATP), mențin acidul - echilibru de bază (sub formă de anioni fosfat liberi) Fosfații sunt excretați în urină, o parte din anionii hidrofosfat ai urinei primare este transformată în dihidrofosfați ca urmare a legării protonilor secretați în urină Excreția urinară de fosfat depinde de aportul alimentar, de vârstă, de masa musculară, de funcția renală și de momentul zilei Concentrația de fosfați în plasma sanguină este importantă pentru procesul de mineralizare a țesutului osos și depinde în principal de reabsorbția lor în tubulii rinichilor, raportul dintre viteza de formare și resorbție a țesutului osos și ieșirea din țesuturile moi Metabolismul fosfaților și metabolismul calciului în strânsă legătură sunt reglate de forma biologic activă a vitaminei D - calcitriol (efect hiperfosfatemic), hormon paratiroidian (efectul depinde de nivelul de calcitriol), calcitonina (efect hipofosfatemic) Hipofosfatemia mai mică de , mmol / l poate fi însoțită de o încălcare a metabolismului energetic în celule, manifestată prin rabdomioliză, simptome neurologice etc Simptomele clinice asociate cu hiperfosfatemia sunt de obicei cauzate de dezvoltarea simultană a hipocalcemiei Limitele de referință sunt prezentate în tabel - STUDII BIOCHIMICE Tabelul - Limitele de referință pentru fosforul anorganic Vârsta, sex mmol/l ani, femeie , - , > ani, barbat , - , UTILIZARE CLINICĂ ÎN COMPLEX CU STUDIU CALCIULUI ÎN SER Boli metabolice ale țesutului osos Evaluarea homeostaziei fosfatului și calciului în insuficiența renală Evaluarea homeostaziei fosfatului și calciului în disfuncția paratiroidiană Creșterea concentrației: • hipoparatiroidism, pseudohipoparatiroidism; • insuficienta renala acuta si cronica; • osteoliza în tumorile maligne (în special cu metastaze), leucemie; • acidoza metabolica si respiratorie; • hipervitaminoza D: • acromegalie; • ciroza hepatică cu hipertensiune portală; • vindecarea fracturilor osoase; • sarcoidoza Scăderea concentrației; • deficit de vitamina D (osteomalacie, rahitism, rahitism hipofosfatemic familial, sindrom de malabsorbție); • hiperparatiroidism primar; • hipercalcemie severă de diverse etiologii; • hiperparatiroidism secundar în deficit de vitamina D; • sinteza ectopică a hormonului paratiroidian prin tumori maligne; • hipercalcemie hipocalciurică familială; • diaree severă, vărsături; • hiperinsulinemie în tratamentul diabetului zaharat; • deficit de hormon somatotrop; • pelagra; • alcaloză respiratorie; • Septicemia bacteriană gram-negativă; • acidoza tubulara renala, sindromul Fanconi FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Concentrație crescută: hemoliză, citostatice (datorite citolizei), androgeni, [ -blocante, furosemid, exerciții fizice, consum de alcool, medicamente care conțin fosfor și suplimente nutritive, repaus la pat Scăderea concentrației: salicilați (otrăviri), calcitonină, estrogeni contraceptive orale, izoniazidă, glucocorticoizi, perfuzii intravenoase cu soluții de glucoză, insulină, menstruație cloruri Clorura este principalul anion din lichidul extracelular, conținutul de clorură în care este de - de ori mai mare decât în citoplasma celulelor Intră în organism cu mâncare STUDII BIOCHIMICE și aproape complet absorbit în tractul gastrointestinal În rinichi, ionii de clorură sunt filtrați în glomeruli și apoi reabsorbiți în tubuli Excreția sa în urină se modifică atunci când este expus la factori endogeni și medicamente care afectează reabsorbția renală a sodiului și apei, precum și în condițiile asociate cu modificări ale echilibrului acido-bazic Este principalul anion al secretiilor gastrice Odată cu pierderea clorurii, se dezvoltă alcaloză, cu un exces - acidoză Conținutul de cloruri din sânge, de regulă, se modifică în paralel cu modificările conținutului de sodiu O modificare izolată a concentrației de clorură se observă atunci când echilibrul acido-bazic este perturbat Determinarea clorurilor din sânge este utilizată cel mai adesea în evaluarea echilibrului acido-bazic Limite de referință: - mmol/l UTILIZARE CLINICĂ Monitorizarea si observarea dinamica a tulburarilor acido-bazice in diverse afectiuni Boli de rinichi Diabet insipid Patologia glandelor suprarenale Concentrație crescută (hipercloremia): • deshidratare; • acidoză tubulară renală; • insuficiență renală acută; • acidoză metabolică cu diaree prelungită cu pierdere de bicarbonat; • intoxicație cu salicilați; • alcaloză respiratorie; • traumatisme craniene asociate cu stimularea sau afectarea hipotalamusului; • hiperfuncția cortexului suprarenal; • diabet insipid Scăderea concentrației (hipocloremie): • transpirație crescută, inclusiv cu disfuncții secretoare și dezechilibru hormonal; • vărsături prelungite, repetate, datorate ulcerului duodenal, obstrucție intestinală ridicată, stenoză pilorică; • acidoză hipokaliemică metabolică; • aldosteronism; • stadiul poliuric al insuficienței renale; • traumatism cranian; • intoxicație cu apă și alte afecțiuni cu creșterea volumului de lichid extracelular; • sindrom de secreţie inadecvată de ADH; • porfirie acută intermitentă FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Concentrație crescută: metildopa, terapie cu androgeni, estrogeni Scăderea concentrației: supradozaj de diuretice, utilizarea pe termen lung a laxativelor, bicarbonaților, utilizarea cronică a laxativelor, teofilinei VITAMINE, MEDIATORI BIOACTIVI acid - -aminolevulinic Acidul - -aminolevulinic este un metabolit intermediar format în timpul sintezei inelului hem porfirinic Sinteza hemului are loc în principal în ficat și măduva osoasă și începe cu formarea acidului - -aminolevulinic, STUDII BIOCHIMICE din el se formează apoi porfobilinogenul și alți metaboliți Tulburările ereditare și dobândite ale sintezei hemului se numesc porfirii Porfirii sunt însoțite de o creștere a conținutului de precursori hemi - porfirinogeni, precum și de produșii lor de oxidare în țesuturi și sânge, precum și apariția lor în urină Porfirii ereditare sunt cauzate de defecte genetice în oricare dintre cele opt enzime implicate în sinteza hemului În aceste boli, se observă o scădere a formării hemului Deoarece hemul servește ca inhibitor al aminolevulinat sintazei, activitatea acestei enzime este crescută, ceea ce duce la acumularea de acid aminolevulinic -g și porfirinogeni Porfirii dobândite se pot dezvolta în caz de otrăvire cu substanțe care sunt inhibitoare ale anumitor enzime de sinteză a hemului (plumb, erbicide și insecticide cu conținut de halogen) Material (probă): urină zilnică colectată într-un recipient închis la culoare cu ml de acid clorhidric M (după urinarea dimineața, notați timpul și colectați urina timp de de ore într-un recipient uscat și curat depozitat la loc răcoros; la sfârșitul colectare, amestecați urina, măsurați volumul, indicați-l în direcție; turnați aproximativ ml într-un recipient pentru examinare în laborator) Limite de referință: mai puțin de µmol/l sau mai puțin de µmol/zi UTILIZARE CLINICĂ Diagnosticul porfirii congenitale și dobândite, intoxicații cu plumb Crește: • porfirie acută intermitentă, porfirii mixte; • coproporfirie ereditară; • intoxicații cu plumb (când nivelul de plumb din sânge este de mg/l sau mai mult, creșterea este combinată cu nivelul normal de porfobilinogen din urină): • tirozinemia ereditară; • deficit de aminolevulinat dehidratază (homozigoţi); • cetoacidoză diabetică FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Creștere: aminoacetonă, amoniac, glucozamină, peniciline Vitamina B (cobalamina) Vitamina Bg este o componentă indispensabilă a alimentelor Este singura vitamina sintetizata aproape exclusiv de microorganisme Principala sursă de vitamine pentru oameni este hrana animală, ficatul fiind cel mai bogat în vitamine În ficat, vitamina B este transformată în formele sale biologic active, coenzimele metilcobalamină și deoxiadenozilcobalamină catalizarea în compoziţia enzimelor corespunzătoare a reacţiilor de transfer ale grupărilor monocarbonice Aceste reacții sunt necesare pentru sinteza acizilor nucleici în organism, formarea și stocarea formelor active de acid folic, conversia homocisteinei în aminoacid metionină, descompunerea acizilor grași cu un număr impar de atomi de carbon, și alte procese metabolice Cu o lipsă de vitamina B , precum și cu o deficiență de acid folic, rata de proliferare celulară scade, ceea ce se manifestă printr-o încălcare a hematopoiezei (se dezvoltă anemie megaloblastică), precum și o încălcare a regenerării epiteliale și glosita asociată, stomatită și malabsorbție Deficitul de vitamine poate fi însoțit de tulburări neurologice (polinevrita mieloză funiculară), explicată prin toxicitatea produselor de descompunere incompletă a acizilor grași cu un număr impar de atomi de carbon și a unor aminoacizi Hipovitaminoza B se poate dezvolta cu unele patologii STUDII BIOCHIMICE Tractul gastrointestinal (gastrită atrofică, îndepărtarea totală a stomacului etc ) Acest lucru se datorează unei încălcări a absorbției vitaminei B în intestinul subțire, care are loc după legarea vitaminei de factorul intrinsec al Castle, o glicoproteină sintetizată de celulele parietale ale mucoasei gastrice În legătură cu depunerea vitaminei în ficat, simptomele hipovitaminozei Bі pot apărea numai după - ani de aport redus al acestei vitamine Sunt cunoscute forme determinate genetic de hipovitaminoză B , în care, din cauza lipsei de enzime pentru transformarea unei vitamine într-o coenzimă sau o proteină purtătoare a vitaminelor plasmatice, se dezvoltă transcobalamina, anemie megaloblastică, care se manifestă în primele luni după naștere Material (proba): plasma sanguina prelevata cu EDTA; evitarea hemolizei, protejarea de lumină Înainte de studiu, poate fi păstrat la temperatura camerei timp de cel mult minute, ore - la + ° C, luni - la - ° C Limite de referință: prezentate în tabel - Tabelul - Limitele de referință pentru vitamina B Vârsta pg/ml Nou-născuți - Adulti - UTILIZARE CLINICĂ Diagnosticul diferențial al anemiei macrocitare Controlul aportului de vitamine în bolile inflamatorii cronice și defecte anatomice ale intestinului subțire, gastrită atrofică, dieta vegetariană strictă Creșterea concentrației: • insuficienta renala cronica, • insuficienta cardiaca severa; • Diabet; • hepatită acută și cronică, ciroză hepatică; • metastaze canceroase la nivelul ficatului; • leucemie mieloida acuta si cronica, leucemie monocitara, leucemie limfocitara, policitemia vera Scăderea concentrației: • aport insuficient de vitamine în organism: ❖ dieta vegetariană strictă; ❖ alcoolism; • malabsorbția cobalaminelor: ❖ sindrom de malabsorbție (boala celiacă, sprue); <> afecțiuni după rezecția stomacului, intestinului subțire; - condiții după radioterapie în zona intestinului subțire; ❖ boli inflamatorii cronice și defecte anatomice ale intestinului subțire, gastrită atrofică; ❖ invazii helmintice, în special difilobotriaza; ❖ boala Addison-Birmer; • tulburări congenitale ale metabolismului cobalaminei: ❖ deficit de transcobalamină; acidurie -orotică și metilmalonica; o Sindromul Immerslund-Gresbeck FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Scăderea concentrației: sarcină, administrarea de citostatice, aminoglicozide, anticonvulsivante (fenobarbital), colestiramină, contraceptive orale, ranitidină, metformină STUDII BIOCHIMICE Homocisteină Homocisteina este un aminoacid neproteinogen format în multe țesuturi în timpul demetilării aminoacidului metionină O anumită cantitate de homocisteină este convertită ireversibil în cisteină, dar cea mai mare parte este din nou transformată în metionină cu participarea enzimelor, ale căror coenzime sunt derivați ai vitaminelor B , B (acid folic), BJ Încălcările transformărilor homocisteinei datorate defectelor determinate genetic sau dobândite în enzimele metabolismului său, precum și cu o deficiență a acestor vitamine, duc la acumularea acesteia în celule și, ca urmare, în plasma sanguină Hiperhomocisteinemia este asociată cu dezvoltarea disfuncției și leziunilor endoteliale, care se datorează efectului citotoxic al homocisteinei Hiperhomocisteinemia este un factor de risc independent pentru bolile cardiovasculare: o creștere a homocisteinei plasmatice cu µmol/l crește riscul de boală vasculară aterosclerotică cu % la femei și cu % la bărbați, riscul global de deces este de , - , ori Hiperhomocisteinemia mai mare de µmol/L este asociată cu un risc crescut de a dezvolta boala Alzheimer Scăderea nivelurilor plasmatice crescute de homocisteină poate preveni complicațiile cardiovasculare Material (probă): plasmă heparinizată separată de celulele sanguine prin centrifugarea sângelui imediat după primirea acestuia Poate fi păstrat timp de zile la - °C Limite de referință: bărbați - , - , µmol/l; femei - , - , µmol / l UTILIZARE CLINICĂ Determinarea riscului de ateroscleroză și a complicațiilor acesteia Diagnosticul de homocisteinurie determinată genetic Identificarea hiperhomocisteinemiei ca una dintre posibilele cauze ale patologiilor obstetricale (insuficiență fetoplacentară, hipoxie fetală, preeclampsie și eclampsie), tromboză arterială și venoasă Creșterea concentrației: • deficit de acid folic, vitamine B , BJ ; • homocisteinurie și alte afecțiuni cauzate de defecte genetice ale enzimelor implicate în metabolismul homocisteinei; • insuficiență renală; • hipotiroidism; • psoriazis; • boli proliferative Scăderea concentrației: • scleroza multiplă (uneori) FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Creștere: fumat, consum de alcool, cafea (cofeină), tratament cu ciclosporină, sulfasalazină, metotrexat, carbamazepină, fenitoină: protoxid de azot Interleukina- Interleukina- (IL- ) - o citokină produsă de limfocitele T, joacă un rol important în răspunsul imun; activează factorii implicați în protecția antivirală, antibacteriană și antitumorală IL- stimulează proliferarea și secreția limfocitelor de interferon și, activează monocitele și macrofagele și participă la diferențierea și proliferarea limfocitelor T STUDII BIOCHIMICE Material (probă): ser sanguin Până când studiul poate fi păstrat la - °C până la luni, până la un an - la - °C Nu utilizați mostre hemolizate Metoda de cercetare: imunotest enzimatic Limite de referință: - pg/l UTILIZARE CLINICĂ Pentru a evalua severitatea bolilor infecțioase și inflamatorii, eficacitatea tratamentului, precum și a prezice cursul Creșterea conținutului: • boli infecțioase și inflamatorii, inclusiv cele virale; • boală autoimună; • exacerbarea ulcerului peptic și bolii biliare: • enteropatia glutenică; • prognostic prost la potenţialii receptori de organe; • criza de respingere a organului transplantat Interleukina- O citokină care reglează răspunsul imun (promovează maturarea limfocitelor B în celule producătoare de anticorpi, proliferarea și diferențierea celulelor T), reacțiile de fază acută, inflamația, oncogeneza și hematopoieza Stimulează sinteza proteinelor de fază acută (CRP, fibrinogen, haptoglobină etc ), inhibă sinteza citokinelor proinflamatorii (IL- | , TNF-a) Produs de diferite celule activate, inclusiv limfocite T, monocite, fibroblaste, celule endoteliale etc Material (probă): ser de sânge (plasmă) Înainte de studiu, poate fi păstrat la - - ° C timp de de ore, la - ° C - luni, la - ° C - un an Nu trebuie utilizate probe puternic hemolizate Metoda de cercetare: imunochimică Limite de referință: pentru imunotestul enzimatic - - pg/ml UTILIZARE CLINICĂ Ia parte la patogeneza multor boli, inclusiv boli infecțioase și inflamatorii Nivelul IL- este măsurat pentru a evalua starea imună Creșterea conținutului: • infecții bacteriene și virale acute: • boli autoimune, alergice; • psoriazis; • glomerulonefrită; • ciroza biliară alcoolică și primară a ficatului; • limfom malign, mielom, plasmocitom, carcinom renal, sarcom Kaposi; • exacerbarea bolii ulceroase peptice, colita ulceroasă nespecifică; • enteropatie cu gluten, • hepatita virala; • infectie cu HIV; • insuficienta cardiaca, in special cu decompensare FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Creșterea conținutului: • obezitatea; • ateroscleroza STUDII BIOCHIMICE Fenilalanină Fenilalanina este un aminoacid esențial O tulburare determinată genetic a metabolismului fenilalaninei este fenilcetonuria (oligofrenia piruvică), care este una dintre cele mai frecvente fermentopatii ( : ) În această patologie, deficiența fenilalaninei hidroxilazei, care catalizează conversia fenilalaninei în tirozină, duce la acumularea de fenilalaninei în sânge și la creșterea excreției urinare a produselor de dezaminare a alaninei - acid fenilpiruvic (fenilcetonă) Cele mai severe manifestări ale fenilcetonuriei sunt tulburările dezvoltării mentale și fizice La screeningul nou-născuților pentru fenilcetonurie, rezultatele pozitive ale testelor de screening (test rapid cu clorură ferică pentru fenilcetonurie etc ) trebuie confirmate prin determinarea cantitativă a fenilalaninei Material (proba): plasma sanguina (ser); imediat după administrarea sângelui, se răcește, se centrifughează și se îngheață într-o oră după administrare Până când studiul poate fi păstrat la - ° C timp de zile Metoda de cercetare: fluorimetria Limitele de referință sunt prezentate în tabel - Tabelul - Limitele de referință pentru fenilalanină Vârsta µmol/l Nou-născuți, la termen, cu greutate corporală normală - Greutate mică la naștere sau prematuri - Nou-născuți cu fenilcetonurie, la - zile după naștere > Nou-născuți cu fenilcetonurie, la zile după naștere - Adulți - UTILIZARE CLINICĂ Diagnosticul de fenilcetonurie Creșterea concentrației: • fenilcetonurie: • hiperfenilalaninemie tranzitorie a nou-născuților (datorită unei întârzieri în formarea postnatală a biosintezei fenilalaninei hidroxilazei); • septicemie; • arsuri severe; • hepatita virala; • encefalopatie hepatica FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ La nou-născuți, se observă fluctuații zilnice ale nivelului de fenilalanină (cele mai mari valori sunt la : , cele mai scăzute - la : ) Creșterea concentrației; aspartam, cotrimoxazol*' Scăderea concentrației: acid ascorbic (la prematuri), glucoză, progesteron (doze mari) Acid folic (folacin) O vitamină solubilă în apă, formele active (acizi tetrahidrofolici) se formează în ficat, ca coenzime sunt implicate în sinteza nucleotidelor, ceea ce asigură cursul normal al sintezei ARN și ADN, procesele de proliferare celulară În cele din urmă, această vitamină stimulează eritro-, leuco- și trombopoieza, procesele plastice și regenerative în toate organele și țesuturile Deficitul de acid folic, precum și deficitul de vitamina B (activ STUDII BIOCHIMICE forme de acid folic se formează în ficat cu participarea vitaminei B ?), duce la dezvoltarea anemiei megaloblastice Deficitul de FA la femeile însărcinate, de obicei din cauza nevoii crescute de această vitamină, poate duce la avort spontan, nașterea mortii, desprinderea parțială sau completă a placentei; fatul creste riscul de malformatii congenitale Acidul folic este implicat în metabolismul aminoacidului metionină (sinteza metioninei din homocisteină), precum și în formarea coenzimei oxid nitric sintetazei Aceste efecte ale acidului folic sunt asociate cu efectul său anti-aterogen Limite de referință: - ng/ml UTILIZARE CLINICĂ Diagnosticul diferențial al anemiei Diagnosticul tulburărilor de sânge cauzate de chimioterapie sau radioterapie (anemie, leucopenie) Creșterea concentrației: • dieta vegetariana; • anemie pernicioasă, deficit de vitamina B; • boli ale intestinului subțire distal; • sindromul ansei aferente Scăderea concentrației: • aport alimentar inadecvat sau malabsorbție: o lipsa acidului folic în dietă; anorexie: alcoolism; <> malabsorbție în sindromul de malabsorbție, boala celiacă, sprue, enterită, rezecție a stomacului și a intestinelor; • aport crescut sau pierdere din aportul alimentar normal de: <> sarcina, alăptarea; Despre perioadele de creștere intensivă; ❖ vârsta înaintată; o febră, afecțiuni septice; hemodializa cronica FACTORI CARE INFLUENȚEAZĂ Reducerea concentrației: administrarea de medicamente care perturbă absorbția acidului folic (aspirina*, anticonvulsivante, estrogeni, nitrofurani, contraceptive orale, antiacide, sulfasalazină) și antagoniștilor acestuia (trimetoprim, metotrexat, azatioprină, zidovudină) MARKETORI DE METABOLISM OSOS Osul este un țesut conjunctiv specializat care, împreună cu cartilajul, formează scheletul Osul, ca toate țesuturile conjunctive, este format din celule și o matrice extracelulară formată din fibre de colagen și proteine non-colagen Matricea osoasă este capabilă să se calcifieze Matricea osoasă calcificată nu este inertă; în ea au loc procese metabolice cu participarea STUDII BIOCHIMICE celule osoase - osteocite De-a lungul vieții, în diferite părți ale osului, matricea mineralizată este înlocuită cu un os nou format Acest proces se numește remodelare sau turnover osos Include îndepărtarea osului vechi - resorbția și sinteza unei noi matrice osoase cu mineralizarea sa ulterioară - formarea osului Ciclul de remodelare este însoțit de eliberarea de calciu, componente ale matricei și enzime secretate de celulele osoase în fluxul sanguin Procesul de resorbție osoasă este realizat de osteoclaste și celule mononucleare, procesul de formare a osului este realizat de osteoblaste Osteoclastul este format din precursorii seriei monocitare, este o celulă mare cu mai mulți nuclei care conțin nucleoli La punctul de contact cu osul, osteoclastul formează o margine ondulată O pompă de protoni este localizată în proeminențele sale, ceea ce creează un mediu acid în jurul celulei Rețeaua reticulară endoplasmatică din citoplasmă sintetizează fosfataza acidă rezistentă la tartrat, proteaze și alte enzime lizozomale care sunt transportate în zona de contact cu osul de veziculele lizozomale Mineralul osos este dizolvat de un mediu acid, iar matricea de enzime Procesul de formare a osteoclastelor din precursori și activarea osteoclastelor sunt fin reglate de factori umorali [hormonul paratiroidian (PTH) și peptida asemănătoare PTT] și factorii locali de țesut (factorul de necroză tumorală, factorul de creștere transformator, interleukina- , interleukina- , etc ) Osteoblastul provine din celulele țesutului conjunctiv din măduva osoasă, fiind celula care formează osul Secretă principalele componente ale matricei (colagen de tip I, glicoproteine, alte proteine specifice), enzime speciale (fosfatază alcalină, colagenoză etc ), favorizează formarea unei matrice mineralizate Diferențierea și funcția osteoblastelor sunt fin reglate de un număr mare de factori umorali și tisulari locali Matricea osoasă conține în principal colagen de tip I (mai mult de ?/v), multe proteine din matricea non-colagen care joacă un rol important în mineralizarea osului și alte componente ale țesutului, cum ar fi proteoglicanii Mineralizarea osoasă are loc cu concentrații locale mari de calciu și fosfor pentru a forma hidroxiapatită Fosfataza alcalină joacă un rol important în crearea condițiilor pentru depunerea hidroxiapatitei Pentru studiul metabolismului osos se folosesc următoarele metode: măsurarea densității osoase, scintigrafia scheletică cu un izotop radioactiv de tehnețiu, histomorfometria probelor de biopsie osoase, studii cinetice după administrarea unui izotop de calciu, determinarea markerilor biochimici ai remodelării osoase În laboratoarele de diagnostic clinic, sunt introduse în mod activ metode biochimice pentru evaluarea metabolismului țesutului osos Markerii biochimici oferă informații despre patogeneza bolilor scheletice și rata de remodelare Ele pot fi utilizate pentru a monitoriza eficacitatea tratamentului într-un timp scurt și pentru a identifica pacienții cu pierdere osoasă rapidă Markerii biochimici arată rata medie de remodelare a întregului schelet, și nu a zonelor sale individuale Există markeri biochimici ai formării și resorbției osoase care caracterizează funcțiile osteoblastelor și osteoclastelor Markeri ai formării osoase Markerii biochimici ai formării osoase (Tabelul - ) includ izoenzima osoasă a fosfatazei alcaline (ABSP), osteocalcina (OK), propeptidele carboxi- și amino-terminale ale procolagenului de tip (KTPP și ATPPK ) STUDII BIOCHIMICE Tabelul - Markeri biochimici ai formării osoase Marker Specificitate tisulară Metabolism Fosfataza alcalină osoasă (BSAP) Sintetizată de osteoblaste; sinteza crește în procesul de diferențiere a osteoblastelor Nivelurile sanguine se corelează cu hisgomorfometria osoasă și starea de formare a osului, măsurată prin Ca excretat de rinichi; timpul de înjumătățire în sânge (t Q) - zile Osteocalcina (OC) Sintetizată de osteoblaste și odontoblaste Nivelurile sanguine se corelează cu histomorfometria osoasă și starea de formare a osului, măsurată de Ca excretat de rinichi; moleculele OC intacte și fragmentele lor sunt prezente în sânge; două minute Propeptidele carboxi- și amino-termale ale procolagenului de tip (KTPPC și ATPPK ) se găsesc în țesuturile care conțin colagen de tip (în principal în oase și piele) Ele sunt formate ca rezultat al scindării din molecula de procolagen de tip sub influența peptidazelor Reflectă sinteza colagenului de tip de către osteoblaste Nivelul CTPPK din sânge se corelează cu datele histomorfometriei osoase și includerea Ca în os CTPPK este metabolizată în ficat; tl? în sânge - - minute Nu există date relevante pentru ATPPC Fosfataza alcalină osoasă În os, fosfataza alcalină (ALP) este secretată de osteoblaste Este implicat în maturarea matricei și în mineralizarea acesteia Sinteza APCF crește în procesul de diferențiere a osteoblastelor cu formarea osoasă accelerată Izoenzima osoasa a fosfatazei alcaline este cea mai termolabila - este inactivata la °C Specificul APCF, precum și astfel de caracteristici ale metabolismului său, cum ar fi timpul de înjumătățire în sânge, care este de - zile, absența metabolismului în ficat, excreția din sânge de către rinichi, aduc APLP mai aproape de ideal markeri ai activității osteoblastelor O creștere semnificativă a activității sale în serul sanguin se observă cu creșterea activității osteoblastelor: creșterea osoasă (activitatea la copii este mai mare decât la adulți; crește în ultimul trimestru de sarcină), cu reluarea mișcărilor după repaus prelungit la pat, fracturi, osteita deformanta, boala Paget, rahitism, hiperparatiroidism Acest lucru este, de asemenea, caracteristic proceselor de osteomalacie (tumori osoase maligne, mielom), precum și tuberculoză osoasă și leucemie O creștere a activității fosfatazei alcaline osoase în rahitism este observată mai des decât o creștere a conținutului de fosfor anorganic; în timpul recuperării, activitatea fosfatazei alcaline se normalizează mai târziu decât nivelul de Ca și P, aproximativ în același timp cu parametrii radiologici Interpretarea datelor din studiul APHF poate fi dificilă, din cauza caracteristicilor de sex și vârstă ale activității sale și a lipsei de specificitate a metodelor utilizate pentru determinarea acesteia (fracția ALP rezistentă la tartrat) RIA și ELISA cu anticorpi monoclonali sunt considerate cele mai adecvate metode pentru studiul APCF Osteocalcina Osteocalcina (OC) este o proteină care leagă calciul fără colagen, cu o greutate moleculară de , kDa, sintetizată de osteoblaste și odontoblaste și determinată în serul sanguin OC este îmbogățit cu acid gammacarboxiglutamic, iar pentru sinteza acestuia este necesară vitamina K Peste % din OC sintetizat de osteoblaste la tineri și aproximativ % la adulți este inclus în matricea osoasă, iar restul intră în sânge Nu este posibil să se determine cu exactitate proporția de CO sintetizat de osteoblaste care intră în sânge Ea STUDII BIOCHIMICE poate varia în funcție de natura tulburărilor metabolice din os OK este excretat din sânge de către rinichi (prin filtrare glomerulară și degradare în tubii renali) Cu o scădere pronunțată a filtrării glomerulare, în special în insuficiența renală cronică, nivelul OK din sânge poate fi supraestimat Prezența fragmentelor de TC în fluxul sanguin datorită distrugerii lor parțiale în patul vascular sub influența proteazelor circulante sau distrugerea acestuia în timpul resorbției osoase poate duce, de asemenea, la valori supraestimate În plus, nivelul de OK din sânge este supus unor mari fluctuații zilnice În același timp, s-a obținut o corelație bună între nivelul de OC din sânge și datele metodelor invazive de evaluare a procesului de formare osoasă în diferite leziuni metabolice ale scheletului De aceea, în ciuda tuturor limitărilor descrise mai sus, TC din sânge este considerat unul dintre cei mai informați markeri biochimici ai formării osoase și ratei de remodelare Cele mai adecvate metode pentru studiul OK sunt testele radioimune și imunoenzimatice folosind anticorpi Propeptide carboxi- și amino-terminale ale procolagenului de tip Propeptidele carboxi- și amino-terminale ale procolagenului de tip (KTPPP și ATPPK ; PICH și PINP sunt în abrevierea engleză) Colagenul de tip este principala proteină care constituie % din matricea osoasă organică Este sintetizat de osteoblaste ca un precursor al procolagenului de tip , care este o moleculă mare care conține fragmente parțial globulare (KTPPP și ATPP G) la capetele C și N, care sunt separate de molecula principală folosind peptidaze specifice după eliberarea de procolagen din celulă Pe lângă oase, ele sunt prezente în toate țesuturile care conțin colagen de tip Telopeptidele intră în fluxul sanguin din oase exclusiv în procesul de resorbție Pentru a determina CTTC și ATTC , RIA și ELISA sunt utilizate folosind anticorpi monoclonali Markeri de resorbție osoasă Markerii biochimici ai resorbției osoase sunt prezentați în tabel - Piridinolina și deoxipiridinolina (PID și DPID), telopeptidele carboxi și amino-terminale ale colagenului de tip (CTTC și ATTC ), hidroxiprolină (OPr), un fragment de colagen de tip galactozil oxilizină (GOL) intră în sânge din zona de resorbtie Fosfataza acidă rezistentă la tartrați, o enzimă secretată de osteoclaste, pătrunde în sânge în cantități crescute odată cu creșterea numărului și activității osteoclastelor Tabelul - Markeri biochimici ai resorbției osoase Marker Specificitate tisulară Metabolism Legăturile încrucișate ale piridinei piridinolină (PID) și deoxipiridinolină (DPID) se formează între regiunea terminală a unei molecule de colagen și regiunea elicoidală a alteia Ajută la stabilizarea colagenului DPID este prezent în principal în os, este eliberat numai în timpul resorbției sale Excretat prin urină; nemetabolizată în ficat Telopeptide carboxi- și amino-terminale ale colagenului de tip (CPC APC ) Prezente în toate țesuturile care conțin colagen de tip În legătură cu legăturile încrucișate, ele sunt aruncate din oase numai în procesul de resorbție - STUDII BIOCHIMICE Sfârșitul mesei - Marker Specificitate tisulară Metabolism Hidroxiprolina (OPr) Prezenta in toate moleculele de colagen si elastina Lichidul extracelular apare în timpul formării (datorită degradării parțiale a colagenului nou sintetizat în afara matricei osoase) și resorbției osoase Metabolizat în ficat; - % excretat prin rinichi Galactosiloxilizina (GOL) Prezentă numai în colagen; conține de - ori mai mult colagen în oase decât în colagenul pielii Eliberat numai în timpul resorbției osoase Nu este metabolizat în ficat Excretat nemodificat prin urină Fosfataza acidă rezistentă la tartrat osos (TRKP) Prezentă în osteoclaste și alte macrofage Piridinolină și deoxipiridinolină Colagenul osos conține legături încrucișate între moleculele individuale de colagen, care joacă un rol important în stabilizarea acestuia Se prezintă sub formă de piridinolină (oxilisilpiridinolină) și deoxipiridinolină (lisilpiridinolină) Legăturile încrucișate se formează extracelular după depunerea moleculelor de colagen în matrice Ca urmare a resorbției efectuate de osteoclaste, atunci când colagenul este distrus, este posibilă ieșirea lor din os în patul vascular DPID este cel mai specific pentru oase, deoarece se găsește predominant în oase și în cantități mici în dentină, aortă și ligamente PID, pe lângă oase, este prezent în cantități suficiente în cartilaj PID și DPID nu sunt metabolizate în organism, ci sunt excretate prin urină Pentru a evalua resorbția, se utilizează raportul dintre concentrația lor și nivelul creatininei din urină Pentru analize se foloseste urina zilnica sau dimineata PID liber și DPID în urină sunt determinate utilizând ELISA utilizând anticorpi monoclonali pentru PID sau DPID Nivelul markerilor în urină la femei este puțin mai mare decât la bărbați și crește odată cu vârsta hidroxiprolină în urină Oxiprolina (OPr) reprezintă aproximativ % din compoziția de aminoacizi a colagenului produs de osteoblaste OPD se formează ca urmare a hidroxilării prolinei în timpul modificării lanțurilor de procolagen, care este parțial specific țesuturilor Aproximativ - % din OPD eliberată din oase ca urmare a distrugerii colagenului este metabolizată în ficat și doar - % apare în urină În același timp, aproximativ % din AOD care apare în urină, se formează nu ca urmare a resorbției, ci ca urmare a degradării peptidelor de procolagen nou sintetizate sau a unor noi molecule de colagen care nu au fost folosite în construcția matricei osoase De aceea, OD care apare în urină reflectă atât funcția osteoblastelor (procesul de formare), cât și funcția osteoclastelor (procesul de resorbție), dar predomină proporția de OP formată ca urmare a resorbției Atunci când se utilizează studiul OPD în urină pentru a evalua rata de remodelare, trebuie avut în vedere că nu este specific doar oaselor, întrucât este conținut, deși într-o cantitate mai mică, în toate tipurile de molecule de colagen În plus, poate apărea în urină ca urmare a consumului de alimente care conțin colagen STUDII BIOCHIMICE Galactosiloxilizina în urină Galactosiloxilizina (GOL) se formează, ca și OP, în osteoblaste ca urmare a hidroxilării lizinei urmată de glicozilare (adăugarea de galactoză) Este conținut exclusiv în colagen, în principal în colagen de tip , situat în oase Nu se găsește în peptidele de colagen și de aceea nu este eliberat din oase în timpul procesului de formare, ci apare în patul vascular exclusiv în procesul de resorbție GOL nu este metabolizat în ficat și este excretat prin urină Fosfataza acidă rezistentă la tartrat Fosfataza acidă rezistentă la tartrat (TRCP) este una dintre cele izoenzime ale fosfatazei acide găsite în cantități mari în osteoclaste și secretate de acestea în mediul extracelular în timpul resorbției Este prezent și în alte celule, în special macrofage Deoarece activitatea TRKF în serul sanguin crește în condiții caracterizate printr-o creștere a procesului de resorbție osoasă și există, de asemenea, o corelație între activitatea sa și datele histomorfometrice, TRKF este utilizat pentru a determina severitatea proceselor de resorbție în schelet Markeri biochimici ai remodelării osoase în bolile scheletice Toate bolile scheletului sunt caracterizate de anumite tulburări în procesele de remodelare osoasă, care este însoțită de apariția deviațiilor la nivelul markerilor biochimici Toate bolile, cu excepția osteomalaciei și osteoporozei senile, se caracterizează prin remodelare accelerată cu procese crescute de resorbție osoasă Formarea osoasă poate fi redusă, normală sau chiar crescută, dar gradul de îmbunătățire a formării este întotdeauna mai mic decât gradul de îmbunătățire a resorbției Cu alte cuvinte, există o încălcare a relației normale dintre procesele de resorbție și formarea osoasă Aceeași încălcare este tipică pentru osteoporoza senilă (osteoporoza de tip I), în care există o scădere a formării pe fondul resorbției normale din cauza disfuncției osteoblastelor La oamenii sănătoși, ca urmare a activității osteoblastelor, cavitatea resorbită este complet umplută cu os nou format În osteoporoză, zona de resorbție este doar parțial umplută, ceea ce duce la subțierea progresivă a trabeculelor și chiar la dispariția lor din cauza resorbției perforative Osteoporoza primară este însoțită de o creștere distinctă a PID și CTTC În osteoporoza datorată deficienței de estrogen la femei, se arată o relație liniară între DPID și gradul de scădere a densității antebrațului, precum și pierderea medie anuală a densității osoase a colul femural S-a constatat că valoarea DPID în urină mai mare de , nM/mM creatininei indică riscul pierderii osoase În plus, riscul de fracturi de șold este cel mai mare atunci când excreția mare de DPID este combinată cu densitatea osoasă scăzută Excreția DPID și PID la pacienții cu fractură de șold este mai mare decât la pacienții cu antecedente de fracturi Printre alte boli ale scheletului, cea mai mare excreție de DPID se observă în cancerul de sân cu metastaze osoase din cauza distrugerii mari, deși locale, a scheletului Dintre bolile metabolice ale scheletului, cea mai mare excreție de DPID și PID este în hiperparatiroidismul primar, boala Paget și hipertiroidismul, care este asociat cu cea mai mare rată de remodelare osoasă STUDII BIOCHIMICE Markerii biochimici ai formării osoase în diferite boli ale scheletului se modifică în moduri diferite, iar nivelul fiecărui marker separat este important, deoarece caracterizează diferite funcții ale osteoblastelor În hiperparatiroidismul primar, osteoporoza la femei după menopauză, a fost evidențiată o creștere atât a izoenzimei osoase a fosfatazei alcaline, cât și a OC, dar dacă în hiperparatiroidism gradul de creștere a ambilor markeri este similar, în osteoporoză creșterea OC este nesemnificativă, iar ALP este distinctă, dar mai mică decât în hiperparatiroidismul primar În boala Paget, disocierea dintre doi markeri este de același tip ca și în osteoporoza primară În hipertiroidie și acromegalie, ambii markeri sunt în limitele normale sau ușor crescute, iar în hipoparatiroidism, aceștia sunt scazuți Abateri discordante ale nivelului APCF și TC au fost stabilite în insuficiența renală cronică, metastaze ale tumorilor maligne în os, osteomalacie, precum și în hipercortizolismul endogen și exogen Insuficiența renală cronică se caracterizează printr-o creștere a AP cu o valoare normală a APCF, iar pentru hipercortizolism, osteomalacie și metastaze osoase, o creștere a APCF și o scădere a OC Cu toate acestea, în insuficiența renală cronică, s-a găsit o corelație directă ridicată și semnificativă între OK și APCF Valorile normale ale APCF sunt asociate cu o creștere moderată a OC, iar o creștere a APLP, detectată la o treime dintre pacienți, este asociată cu cele mai mari valori ale OC S-a găsit, de asemenea, o corelație directă între OK și nivelul de PTH din sânge Cea mai mare OC a fost observată la pacienții cu resorbție subperiostală hiperparatiroidă pe radiografiile osoase Studiile APCF în traumatologie au arătat că, după o fractură, are loc o creștere treptată a nivelului enzimei, indicând activarea osteoblastelor, crescând până la a -a săptămână după leziune, urmată de o scădere treptată Boala Paget și hipertiroidismul se caracterizează printr-o creștere a TPPP , în timp ce la femeile cu deficit de estrogeni se menține în limitele normale La pacienții cu cancer, o creștere a CTPPK este observată numai cu metastaze la oase și ficat În același timp, terapia cu glucocorticoizi determină o scădere a CTPPK , gradul căruia în tratamentul cu prednisolon depinde direct de doza zilnică de medicament Pentru a interpreta rezultatele determinării markerilor biochimici ai formării osoase, este necesar să se cunoască starea resorbției osoase Este deosebit de dificil de evaluat creșterea nivelului markerilor biochimici ai formării osoase, care, atunci când sunt combinate cu o creștere a resorbției, indică de obicei o accelerare a remodelării cu pierderea masei osoase De exemplu, în hipertiroidism, există o creștere a PID de peste ori, indicând o creștere a resorbției și o accelerare semnificativă a remodelării În același timp, TC și CKP cresc ușor, ceea ce indică faptul că procesele de formare osoasă sunt în urmă cu procesele de resorbție În centrul apariției osteoporozei postmenopauzei se află deficitul de estrogen, care implică în primul rând activarea procesului de resorbție osoasă cu o întărire secundară a procesului de formare datorită împerecherii ambelor procese Pierderea masei osoase apare ca urmare a predominantei proceselor de resorbtie osoasa si poate fi atat rapida cat si lenta, in functie de gradul de intensificare a resorbtiei si de gradul de incalcare a relatiei dintre procesele de remodelare osoasa De aceea, osteoporoza postmenopauză se caracterizează printr-o creștere a markerilor de resorbție precum PID, DPID, CTTC și OPD, precum și o creștere a markerilor de formare osoasă de severitate diferită - OC, APCF și CTPP Prin raportul dintre modificările markerilor de resorbție și formare, se poate judeca rata pierderii osoase, se poate prezice riscul de dezvoltare a fracturii osoase, în care se constată o scădere STUDII BIOCHIMICE OC și o creștere a DPID și TRKF, precum și pentru a alege terapia optimă (la o rată mare de turnover osos, sunt preferate medicamentele care suprimă resorbția, iar la o rată scăzută, stimulează formarea osoasă) și evaluează eficacitatea acesteia Osteoporoza în hiperparatiroidismul primar se dezvoltă ca urmare a unei creșteri primare a procesului de resorbție osoasă de către osteoclaste sub acțiunea hormonului paratiroidian și a procesului de formare osoasă din cauza activării secundare a osteoblastelor Astfel, în hiperparatiroidismul primar, există o rată mare de remodelare, care este însoțită inevitabil de pierderea masei osoase și se caracterizează printr-o creștere semnificativă atât a nivelului markerilor de resorbție (PID, DPID), cât și al markerilor de formare osoasă (OC și APCF) ) Osteoporoza în hipertiroidism, ca și în hiperparatiroidismul primar, se dezvoltă datorită activării osteoclastelor, adică întărirea primară a proceselor de resorbție din schelet Modificările în turnover-ul osos și markerii biochimici ai resorbției și formării sunt similare cu modificările hiperparatiroidismului primar OSTEOPOROZA ÎN HIPERCORTICISMUL ENDOGEN (BOALA CUSHING) ȘI EXOGEN ÎN DEZVOLTARE DATORITĂ TRATAMENTULUI PE TERMEN LUNG CU GLUCOCORTICOIZI Patogenia pierderii osoase cu un exces de glucocorticoizi este asociată cu suprimarea directă a formării osoase de către osteoblaste de către glucocorticoizi, precum și cu o creștere a resorbției osoase datorită activării osteoclastelor induse de PTH Nivelul său crește ca răspuns la hipocalcemie (hiperparatiroidism secundar) rezultat din malabsorbția de calciu indusă de glucocorticoizi în intestin și scăderea reabsorbției calciului în rinichi Astfel, la nivel de tesut, formarea osoasa este suprimata În acest caz, resorbția osoasă poate fi fie normală, fie îmbunătățită, ceea ce duce la un dezechilibru între aceste două procese în zonele de remodelare osoasă și, în consecință, la pierderea masei osoase În osteoporoza cauzată de hipercortizolismul exogen și endogen se observă o scădere a TC și un nivel normal al CICF Deoarece, conform histomorfometriei, un exces de glucocorticoizi determină o scădere a numărului de osteoblaste, o scădere a OC se poate datora atât suprimării sintezei OC de către osteoblastele active, cât și scăderii numărului acestora Glucocorticoizii stimulează producția de APCF de către osteoblaste, astfel încât valorile sale normale la pacienții cu osteoporoză pot fi explicate printr-o combinație a două efecte opuse ale glucocorticoizilor asupra osteoblastelor (creșterea producției de APLP de către fiecare celulă și scăderea numărului de celule producătoare) ) S-a demonstrat că în cazul tratamentului sistematic cu glucocorticoizi, există o scădere pronunțată nu numai a TC, ci și a TPPP , care este de , respectiv %, în timp ce gradul de reducere a TPPP depinde de doza de prednisolon Glucocorticoizii inhibă sinteza colagenului de tip de către osteoblaste Nu au existat modificări semnificative ale parametrilor de resorbție osoasă în osteoporoza glucocorticoidă UTILIZAREA MARKELOR BIOCHIMICI PENTRU A EVALUA EFICACITATEA TRATAMENTULUI BOLILOR SCHELETICE Cele mai multe boli ale scheletului sunt caracterizate prin remodelare accelerată cu resorbție crescută; prin urmare, markerii resorbției osoase sunt utilizați în principal pentru controlul tratamentului Într-un studiu al PID și DPID după luni de tratament STUDII BIOCHIMICE estrogeni la femeile cu osteoporoză postmenopauză au arătat o scădere a resorbţiei osoase Tratamentul mai lung duce la o scădere suplimentară a DPID, însoțită de o creștere a densității osoase Tratamentul cu bifosfonați la femeile cu osteoporoză duce, de asemenea, la o scădere progresivă a BPID cu atingerea valorilor normale până în a șasea lună de tratament Tratamentul cu bifosfonați în boala Paget este însoțit de o scădere regulată a PID, DPID OPr și APFR, DPID se normalizează până în luna a -a, PID - până în a -a, OPr - până în a -a și APFR - doar până în a -a lună de terapie Aceeași scădere întârziată a ALP este caracteristică osteoporozei hipertiroidiene În timpul tratamentului cu carbimazol, iod radioactiv și, de asemenea, după tiroidectomie, PID și TC au scăzut deja după o lună, în timp ce APFR a crescut după o lună și a scăzut abia după luni Este posibil ca o astfel de dinamică a APCF să se datoreze activării proceselor reparatorii în schelet Determinarea PID și DPID înainte și după îndepărtarea adenomului paratiroidian demonstrează o bună eficiență a operației capitolul Diagnosticul tulburărilor endocrine HIPOTALAM-HIPOFIZĂ Sistemul endocrin este construit după o schemă ierarhică În neuronii hipotalamusului se produc hormoni de eliberare care, sub influența stimulilor din sistemul nervos central, a unor mecanisme de feedback, sau datorită ritmurilor circadiene, secretă periodic hormoni de eliberare în plexurile vasculare Hormonii de eliberare, la rândul lor, intră în glanda pituitară anterioară și stimulează acolo formarea hormonilor tropicali: hormonul somatotrop (STH), prolactina (PRL), hormonul adrenocorticotrop (ACTH), hormonul de stimulare a tiroidei (TTT), hormonul foliculostimulant ( FSH), hormonul luteinizant (LH) In hipofiza posterioara se sintetizeaza vasopresina (sinonim cu hormonul antidiuretic) si oxitocina Schema în cascadă de organizare a activității hormonale este luată în considerare în diagnosticul de laborator al disfuncției endocrine HIPOPIITUITARISM Hipopituitarismul - o scădere a funcției glandei pituitare anterioare - se poate manifesta atât prin sinteza insuficientă a unuia, cât și prin lipsa sintezei tuturor hormonilor tropicali Acest lucru se poate datora fie unei eșecuri a celulelor pituitare în sine, fie unei lipse de stimulare din partea hipotalamusului Hipopituitarismul poate fi congenital sau se poate dezvolta ca urmare a hipofizictomiei, radiațiilor, tumorii hipofizare, hemoragiei sau procesului granulomatos infiltrativ Monitorizare de laborator pentru hipopituitarism: • T , TSH, prolactină, testosteron; • electroliţi (hiponatremie hipervolemică); • test de sânge (anemie normocromă normocitară): • teste provocatoare TUMORILE HIPOFIZEI Tumorile hipofizare reprezintă aproximativ % din toate tumorile intracraniene Simptomele sunt asociate cu compresie locală, secreție afectată de gomoni, hipopituitarism Un adenom hipofizar poate fi nefuncțional sau funcționează cu un singur hormon cu hiposecreție de alți hormoni, de obicei boala Cushing sau acromegalia Există o clasificare a tumorilor hipofizare în funcție de hormonul secretat (Tabelul - ) DIAGNOSTICUL TULBURĂRILOR ENDOCRINE Tabelul - Clasificarea tumorilor hipofizare după hormonul secretat Prevalența hormonilor, % Prolactină % STG % Prolactină + STH % ACTH % LH/FSHATH % Tumori nesecretoare % Monitorizarea de laborator pentru o tumoare hipofizară este după cum urmează • Determinarea PRL, TSH FSH, LH • Monitorizarea cortizolului • Teste de stimulare hormonală hipofizară • Test de alimentație uscată dacă se suspectează diabet insipid (lezarea glandei pituitare posterioare) ACROMEGALIE Cauza principală a acromegaliei este hipersecreția de GH (hormon de creștere) de către o tumoare hipofizară, mai rar secreția ectopică de GH sau hiperproducția de somatoliberină (factor de eliberare a GH) Semnele distinctive ale bolii sunt îmbătrânirea rapidă, prelungirea membrelor și diabetul zaharat Cercetare de laborator Măsurarea izolată a GH poate indica o secreție crescută (normal Hipotiroidism primar, tumori hipofizare producătoare de TSH Scăderea nivelului de TSH poate însoți boli generale la vârstnici, acromegalie, sindrom Cushing, anorexie psihogenă, amenoree secundară, dezvoltare sexuală întârziată, depresie endogenă, insuficiență renală cronică, ciroză hepatică, boli generale severe, administrarea de glucocorticoizi, apomorfină, dopamină ), verapamil, fenitoină (difenină) Un nivel crescut de TSH poate fi observat după efort fizic intens, teste de diagnostic folosind HI, amiodarona, clorpromazină, haloperidol, metoclopramidă, medicamente care conțin iod tiroxina, tiroxina libera Nivelul seric T este principalul parametru analitic care oferă o imagine clară a funcției glandei tiroide (Tabelele - ) Doar , - , % T circulă în sânge în stare lipsită de proteine Concentrația de T în ser depinde nu numai de viteza de secreție, ci și de modificările capacității de legare a proteinelor Odată cu o modificare a legării față de albumină, clearance-ul T crește în gaya și invers O creștere izolată a T total pe fondul valorilor normale de TSH și T poate fi o constatare rară la un pacient cu funcție tiroidiană normală, dar o caracteristică congenitală - producția hepatică excesivă de proteine purtătoare de hormoni tiroidieni Nivelul fT este mai fiabil decât T total, indicând starea tiroidiană a pacientului În hipertiroidism, nivelurile de T și/sau T sunt crescute și nivelurile de TSH sunt scăzute În cazul hipertiroidismului T izolat, nivelul fT și al T total este în limitele normale În stadiul inițial al hipotiroidismului, nivelul fT scade mai devreme decât T total Diagnosticul este confirmat de o creștere a nivelului de TSH Nivelurile crescute de fT nu indică întotdeauna o disfuncție a glandei tiroide Acest lucru se poate datora luării anumitor medicamente sau a unor boli generale grave În aceste cazuri se recomandă teste suplimentare (test T total, TSH, TSH, TRH) Un nivel normal de T nu este o garanție a funcției normale a tiroidei T în intervalul normal poate fi cu gușă endemică, terapie supresoare sau de substituție, cu o formă latentă de hipertiroidism sau hipotiroidism În hipotiroidism, levotiroxina sodică (L-tiroxina*) contribuie la normalizarea TSH și T Concentrații crescute de T și fT total și concentrație de TSH DIAGNOSTICUL TULBURĂRILOR ENDOCRINE în regiunea limitei inferioare a normei sunt observate în timpul selecției terapiei de substituție adecvate În timpul terapiei tirostatice, nivelul T în regiunea limitei superioare a normei indică o alegere adecvată a dozei de întreținere Tabelul - Factori care afectează nivelul de T și fT Cauza General T fT Comentariu Creșterea capacității de legare a TSH Utilizarea contraceptivelor orale Î Poate provoca o creștere semnificativă a T total, dar nu a fT Capacitate de legare crescută genetic O - Apare la din - de pacienți Sarcina Î g În timpul sarcinii, o scădere a fT este asociată cu o creștere a TSH Nou-născuți Î (î) O ușoară creștere a fT este asociată cu o creștere a TSH Forma activă a hepatitei T (?) Scăderea ratei de descompunere a TSH Scăderea capacității de legare a TSH Capacitate de legare scăzută determinată genetic - Rar Ciroza hepatică (i) Î, {^) Scăderea TSH proporțional cu gradul de decompensare Modificarea concentrației de albumină Excesul eutiroidian de T O - Tulburare familială rară cu o creștere de până la de ori a legării T de albumină Proteinurie selectivă cu pierdere de albumină (nivelul I - TSH este normal, albumina este redusă Inhibitori de legare Excesul eutiroidian T - î Tratamentul cu heparină prin activarea lipoprotein lipazei crește acizii grași liberi (FFA), care blochează legarea de albumină a hormonilor Cetoacidoza diabetică - FFA T în cetoacidoză și înfometare Infometare - î Acid acetilsalicilic - Reduce legarea T de TSPA Fenitoină, fenobarbital, carbamazepină Reduce legarea T de TSPA și promovează degradarea T în ficat Amiodarona III Efectele sunt multidirecționale în funcție de aportul inițial de iod și de starea glandei tiroide Scăderea nivelului de T - hipotiroidism • Hipotiroidismul primar în tiroidita autoimună, după intervenția chirurgicală de îndepărtare a gușii, după administrarea de medicamente care conțin iod • Terapia tirostatică • Forme genetice ale dishormonogenezei • Deficit sever de iod • Hipotiroidism secundar (hipofizar) Un nivel crescut de T este hipertiroidismul • Adenom localizat sau celule autonome dispersate • Gușă toxică difuză (boala Graves) DIAGNOSTICUL TULBURĂRILOR ENDOCRINE • Tiroidită subacută în stadiu incipient sau tiroidita Hashimoto • Hipertiroidism acut • Luarea de medicamente care conțin iod (agenti de contrast cu raze X) • Tumori ale glandei pituitare • Triiodotironina (T ), T liber (fT ) • T este principalul hormon tiroidian biologic activ Doar , - , % din T circulă în sânge în stare liberă, aproximativ , % din T este asociat cu proteinele serice Afinitatea lui T pentru proteinele serice este de ori mai mică decât cea a lui T, astfel încât nivelul fT nu este la fel de diagnostic ca nivelul fT Funcția tiroidiană poate fi evaluată prin măsurarea atât a T total, cât și a fT T este transformat în T în țesuturile periferice Dacă acest proces încetinește, atunci nivelurile totale de T și fT scad aproape în paralel Motivele scăderii pot fi boli generale severe, medicație (glucocorticoizi, propranolol, amiodarona), vârsta înaintată La bărbații peste de ani și la femeile peste de ani, nivelul T este cu - % mai mic decât la tineri Acest lucru apare ca urmare a unei scăderi a ratei de conversie periferică a T în T În timpul sarcinii (în special în trimestrul III), concentrația de T crește de , ori După naștere, nivelul T scade în decurs de o săptămână Cu deficit de iod, se observă o creștere compensatorie a totalului T și fT Furnizarea unei cantități suficiente de iod implică normalizarea T Acești oameni nu au nevoie de niciun tratament Interpretarea greșită a unui nivel crescut de T , în ciuda TSH normal și, uneori, chiar a redus T , deoarece tireotoxicoza (T -toxicoza) poate duce la prescrierea nerezonabilă de tireostatice, ceea ce este o greșeală gravă, În stadiile inițiale ale dezvoltării hipotiroidismului, nivelurile totale de T și fT pot fi în regiunea limitei inferioare a normei pentru o lungă perioadă de timp, datorită creșterii conversiei periferice a T în T Determinarea nivelurilor T și fT se efectuează în diagnosticul diferențial al T -hipertiroidism, stadiul inițial al adenomului toxic și al gușii multinodulare, recidivele hipertiroidismului pe fondul terapiei supresive cu levotiroxină Nivelul normal al T poate fi cu defecte funcționale ascunse ale funcției tiroidiene, cu hipotiroidism, compensat de o conversie crescută a T în T În timpul tratamentului gușii sau al terapiei de substituție postoperatorie cu levotiroxină sodică, nivelurile de TSH și T sunt măsurate pentru a preveni supradozajul În tratamentul hipotiroidismului cu levotiroxină sodică (L-tiroxina*), creșterea T este semnificativ mai mică în comparație cu T Odată cu introducerea de doze mari de levotiroxină sodică (L-tiroxină*), TSH este suprimat la valori neînregistrate Pentru a exclude o supradoză de medicamente, se efectuează o analiză a nivelului de T , care ar trebui să fie în limitele normale La începutul cursului terapiei tireostatice, nivelul T poate crește ca urmare a proceselor de compensare Nivel scăzut de T , • Hipotiroidismul, o creștere compensatorie a nivelului T nu este suficientă pentru a normaliza starea tiroidiană • Terapia tireostatică de lungă durată • Scăderea legată de vârstă a conversiei T în T • Boală cronică^ gravă Sindromul T scăzut se caracterizează printr-o concentrație redusă de PM și fT totale Se observă în anorexia nervoasă, insuficiența renală cronică, ciroza hepatică decompensată, stadiile tardive ale bolilor tumorale, insuficiența cardiacă și pulmonară acută Sindromul T scăzut este urmat de o scădere a T DIAGNOSTICUL TULBURĂRILOR ENDOCRINE Nivel crescut de T , • Hipertiroidismul, o creștere disproporționată a Tch față de T apare la vârstnicii cu autonomie funcțională a glandei tiroide • T -hipertiroidism, în - % din cazuri doar nivelul T este crescut (observat cu deficit de iod) • Încălcări ale capacității de legare a proteinelor (fT este normal) • Luarea de medicamente care conțin T O mare importanță se acordă comparării rezultatelor studiilor de laborator cu scanarea glandei, examinarea citologică a probelor de biopsie și starea clinică a pacienților În unele cazuri, situația biochimică poate fi mai complexă, ceea ce va necesita o evaluare mai detaliată a stării hormonale, în unele cazuri, evaluarea funcției tiroidiene cu ajutorul testelor de stimulare este încă posibilă Anticorpi în bolile tiroidiene Sunt cunoscuți mai mulți antigeni tiroidieni specifici unui organ împotriva cărora sunt produși anticorpi Cele mai studiate sunt tiroglobulina (TG), peroxidaza tiroidiană (TPO), care este componenta principală a fracției microzomale a tirocitelor și receptorii hormonali de stimulare a tiroidei (rTSH) Datele comparative cu privire la frecvența și severitatea acestor tipuri de anticorpi în bolile cu funcția tiroidiană afectată sunt prezentate în tabel - Tabelul - Anticorpi specifici tiroidieni în bolile tiroidiene Anticorpi de boală a-RTSH anti-TPO anti-TG % UI/L % UI/L % UI/L Tiroidită Hashimoto Până la - - > mm) Secreția de prolactină de către glanda pituitară este influențată de efectul inhibitor al dopaminei produs de hipotalamus De aceea înfrângerea hipotalamusului sau DIAGNOSTICUL TULBURĂRILOR ENDOCRINE Acțiunea medicamentelor din grupul antagoniștilor dopaminei (fenotiazine, butirofenone) poate provoca hiperprolactinemie Testosteron Limite de referință: nmol/L: µg/L • Copii înainte de pubertate - , - , : , - , • Femei - , - , , , - , • Bărbați: Copii sub ani - - UI/l ❖ Femei: - faza foliculara - - UI/l; - faza de ovulatie - - UI/l; - perioada de menopauză - - UI/l • În urină despre copii: - mai mic de ani - mai putin de unitati/zi; - - ani - mai putin de UI/zi <> Adulți - mai puțin de U/zi LH stimulează ovulația și activează sinteza de estrogeni și progesteron în celulele ovariene DIAGNOSTICUL TULBURĂRILOR ENDOCRINE La femei, concentratia de LH in sange este de maxim - ore inainte de ovulatie si se mentine pe tot parcursul zilei, ajungand de ori mai mult fata de perioada non-ovulatorie In cazul ciclurilor neregulate de ovulatie, pentru a determina ovularitatea ciclului, sange in vederea stabilirii LH trebuie luat in fiecare zi intre a -a- zi inaintea menstruatiei asteptate În timpul menopauzei, există o creștere a concentrației de LH și FSH, Datorită naturii pulsatile a eliberării de LH și FSH, în condițiile însoțite de o secreție redusă a acestor hormoni, trebuie prelevate cel puțin trei probe de sânge de fiecare dată la interval de cel puțin de minute Creșterea concentrației serice: • disfuncție a glandei pituitare: • hipofuncţia primară a gonadelor Scăderea concentrației serice: • disfuncţii ale hipofizei sau hipotalamusului (hipopituitarism) Determinarea conținutului de LH în urină este utilizată în principal în diagnosticul tulburărilor endocrine la copii cu manifestări de maturizare prea precoce Fenomenul de eliberare pulsatorie a hormonului nu are un impact semnificativ asupra cantității de excreție de LH în urină în timpul zilei Hormonul foliculostimulant (FSH) Limite de referință • În ser - săptămâni - - mU/l ( - mcg/l); Aproximativ - de săptămâni - - mU/l ( - mcg/l) Factori de conversie: mU/l x , = mcg/l, mcg/l x , = mU/l Prolactina la femei reglează dezvoltarea sânilor și alăptarea Estrogenii cresc de obicei secreția de prolactină Concentrația de prolactină în sânge crește în timpul exercițiilor fizice, iritației mameloanelor, hipoglicemiei, sarcinii, alăptării, stresului (în special cauzat de intervenții chirurgicale) Tumorile din celulele secretoare de prolactină provoacă amenoree și galactoree la femei Hiperprolactinemia este cauza infertilității și a disfuncției ovariene, prolactina inhibă secreția de steroizi în ovare, maturarea corpului galben și secreția de FSH și LH După menopauză, concentrația de prolactină în sânge scade Producția excesivă de TSH poate duce la hiperprolactinemie De aceea ar trebui să se critice concluzia "prolactinomului" în caz de hipofuncție a glandei tiroide Funcția tiroidiană trebuie verificată în prealabil și trebuie luat un tratament adecvat Estradiol Estradiol - -beta (E ) Limite de referință: pmol/l; pg/ml • Copii sub - sub : mai puțin de , • Femei: faza luteală - - ; - ; scăderea activității reninei plasmatice; ❖ aldosterom; sânge arterial - - pg/ml; ❖ sânge venos - - % concentrație în sângele arterial Renina determină hidroliza angiotensinogenului în decapeptidă angiotensină I, care este apoi transformată în angiotensină II sub influența enzimei de conversie a angiotensinei Angiotensina II stimulează secreția de aldosteron în cortexul suprarenal, reduce mușchii netezi ai vaselor de sânge, provocând creșterea tensiunii arteriale DIAGNOSTICUL TULBURĂRILOR ENDOCRINE Creșterea concentrării • Creșterea tensiunii arteriale (hipertensiune renală) • Tumori ale aparatului juxtaglomerular al rinichilor care secretă renina Scăderea concentrației • Sindromul Conn (hiperaldosteronism primar) • Deshidratare (deshidratare) ENZIMA DE CONVERSIE A ANGIOTENSINEI Limite de referință • Copii: mai mic de ani - , - , U/l; ❖ - ani - , - , UI/l • Adulti - , - , UI/l Enzima de conversie a angiotensinei (ACE) este o glicoproteină prezentă în principal în plămâni și în cantități mici la marginea perie a epiteliului tubilor proximali ai rinichilor, endoteliul vaselor de sânge și plasma sanguină ACE este o enzimă cheie în tonusul vascular Pe de o parte, catalizează conversia angiotensinei I într-unul dintre cei mai puternici vasoconstrictori, angiotensina II Pe de altă parte, ACE hidrolizează bradikinina vasodilatatoare la o peptidă inactivă Inhibitorii ECA sintetizați s-au dovedit a fi eficienți în scăderea tensiunii arteriale la pacienții cu hipertensiune renovasculară, în tratamentul insuficienței cardiace și a fost demonstrat efectul antiaterosclerotic al acestor medicamente Creșterea activității • Activitate crescută a glandei tiroide • Leziuni alcoolice ale ficatului • Diabet zaharat (în unele cazuri), • Sarcoidoza (de o importanță deosebită în monitorizarea tratamentului) Scăderea activității • Boli ale plămânilor • Tratament cu captopril • Activitate redusă a glandei tiroide -hidroxicolecalciferol Limite de referință* • iarnă - - nmol/l ( - ng/ml); • vara - - nmol/l ( - ng/ml) Factori de conversie: nmol/l x , = ng/ml ng/ml x , = nmol/l Vitamina D este transportată din intestin sau piele la ficat, unde este hidroxilată la -hidroxicolecalciferol [ (OH)D ] Acesta din urmă intră în plasmă și este transportat la rinichi, unde se transformă în calcitriol [ , (OH),D,] În plasmă, (OH)D este metabolitul dominant al vitaminei D, dar are activitate biologică mică, calcitriolul este de aproximativ de ori mai activ Hidroxilarea (OH)D la , (OH) D în rinichi este activată de hormonul paratiroidian și inhibată de hiperfosfatemie Timpul de înjumătățire plasmatică este de aproximativ de zile pentru (OH)D și de - ore pentru , (OH) D Funcția principală a metaboliților activi ai vitaminei D este de a activa absorbția calciului din tractul gastrointestinal Creșterea concentrării • Intoxicatii cu vitamina D Scăderea concentrației • Deficitul de vitamina D (conduce la rahitism la copii si osteomalacie la adulti) Deficiența de vitamina D din alimente se referă la cei care au niveluri reduse de sinteza endogenă a vitaminei DIAGNOSTICUL TULBURĂRILOR ENDOCRINE • Sindromul de malabsorbție • Boli ale ficatului (cronice și severe) • Sindrom nefrotic • Hiperfuncția glandelor paratiroide [consum crescut de (OH)DJ • Sarcoidoza • Tratament pe termen lung cu medicamente antiepileptice (inducerea medicamentoasă a hidroxilazei nespecifice în ficat) CALCITRIOL Limite de referință: - pmol/l ( - pg/ml) Calcitriol [ , (OH) D ] este un metabolit al vitaminei D sintetizat in rinichi din (OH)Dr Este un hormon steroid al carui rol biologic principal este de a stimula absorbtia calciului si fosforului in intestin Cu o lipsă de calciferol, formarea de oase noi încetinește și reînnoirea țesutului osos este perturbată Calciferolul este capabil să sporească efectul hormonului paratiroidian asupra reabsorbției calciului în rinichi Creșterea concentrării • Hiperfuncția glandelor paratiroide • Rahitism congenital dependent de vitamina D, tip II [posibilă insensibilitate a receptorilor tisulari la concentrații fiziologice de , (OH) B ] • Sarcoidoza • tuberculoza Scăderea concentrației • Osteoliza osoasă în neoplasme: ❖ tumoră primară sau metastaze osoase; cancer paratiroidian DIAGNOSTICUL TULBURĂRILOR ENDOCRINE • Hiperfuncția secundară a glandelor paratiroide: > tip I - asociat cu o tumoră a glandei pituitare sau a țesutului insular al pancreasului; > tip II - asociat cu cancer tiroidian sau feocromocitom • Eliberarea ectopică de PTH Eliberarea de substanțe asemănătoare PTH de către neoplasme, dar nu de către glandele paratiroide (de exemplu, cancerul pulmonar, de sân, suprarenal) Atenţie! Determinarea directă a unor substanțe precum PTH în serul sanguin este adesea imposibilă din motive analitice Cu acest tip de tulburare, determinarea cAMP nefrotic ajută la diagnostic Cu hipocalcemie simultană • Hiperfuncția secundară a glandelor paratiroide (cel mai adesea cauzată de insuficiența renală) • Pseudohipofuncția glandelor paratiroide: ❖ tip I - absența hiperfosfaturiei și modificări ale excreției urinare de AMPc după injectarea PTH; ❖ tip II - excreție urinară crescută de AMPc fără hiperfosfaturie după injectarea PTH Scăderea concentrației Cu hipercalcemie concomitentă • Sarcoidoza • Consumul excesiv de lapte (sindromul alcalin al laptelui) • Intoxicatii cu vitamina D • Tratament cu tiazide • Hipertiroidism • Atrofia oaselor ca urmare a imobilității prelungite, • Tumori maligne producătoare de prostaglandine sau elemente care activează osteoliza • Pancreatita acuta Cu hipocalcemie simultană • Hipofuncția glandelor paratiroide Renina (activitatea reninei plasmatice) Limite de referință: o poziție orizontală (întins) - , - , ng/ml pe oră; <> poziție verticală (în picioare) - , - , ng/ml pe oră Renina este o enzimă proteolitică secretată de aparatul juxtaglomerular al rinichilor Secreția de renină în rinichi este stimulată de o scădere a tensiunii arteriale în arterele care furnizează glomeruli, o scădere a concentrației de sodiu în macula densa și tubii distali și, de asemenea, ca rezultat al excitării sistemului simpatic Angiotensinogenul, o proteină plasmatică aparținând grupului a -globulinelor, acționează ca substrat pentru renina Reacția catalizată de renină produce angiotensina biologic inactivă, care suferă o conversie ulterioară în angiotensină I Angiotensina II are o capacitate pronunțată de a contracta vasele de sânge, provocând astfel hipertensiune renală Angiotensina II stimulează eliberarea de aldosteron de către cortexul suprarenal Atenţie! Activitatea reninei în plasma sanguină variază semnificativ în funcție de poziția organismului și de conținutul de sodiu din dietă Activitatea reninei poate fi crescută la cei care urmează o dietă cu conținut scăzut de sodiu, precum și la femeile însărcinate DIAGNOSTICUL TULBURĂRILOR ENDOCRINE Creșterea activității • Scăderea lichidului extracelular (sângerare, dietă săracă în sodiu, consum limitat) • Insuficiență circulatorie ventriculară dreaptă • Sindrom nefrotic • Ciroza hepatică • Insuficiență primară a cortexului suprarenal (boala Addison) • Activarea sistemului nervos simpatic • Hipertensiune arterială (în unele cazuri) • Îngustarea arterei renale • Neuroblastom care secretă proteine asemănătoare reninei • Cancer renal secretor de renină • Hemangiopericitom • Medicamente (diuretice, glucocorticoizi, diazoxid, hidralazina, prostaglandine, estrogeni) Scăderea activității • Aportul excesiv de sare • Aport limitat de potasiu • Eliberarea crescută de vasopresină • Insuficiență renală acută • Hiperaldosteronism primar • Medicamente (antagonişti ai receptorilor p-adrenergici, os-metild "fa, rezerpină, clonidină, inhibitori ai sintezei prostaglandinelor) Hormonul somatotrop (hormonul de creștere) Limite de referință: - U/L ( - µg/L) Hormonul somatotrop (GH) este o peptidă secretată de glanda pituitară anterioară, un hormon anabolic care stimulează sinteza proteinelor, procesele mitozei celulare și îmbunătățește lipoliza, crescând eliberarea de acizi grași liberi din țesutul adipos Secreția de hormon este crescută în timpul muncii fizice, în timpul somnului profund, cu hipoglicemie, o dietă bogată în proteine Secreția crescută de hormon de creștere de către glanda pituitară în timpul creșterii duce la gigantism, iar la adulți la acromegalie Secreția redusă de hormon de creștere în timpul perioadei de creștere duce la nanism Trebuie acordată atenție la următoarele • Concentrația de hormon de creștere în sânge crește în timpul postului (de aproximativ ori în a -a zi de post) și în timpul somnului • O scădere a concentrației de hormon de creștere se remarcă la un fizic obez • Copiii au retard de creștere La adulți, nu există simptome semnificative ale bolii Secreția alterată a hormonului de creștere este cel mai precoce simptom al disfuncției hipofizare Creșterea concentrării • Acromegalie și gigantism • Postul • Insuficiență renală cronică • Stres, stări posttraumatice și postoperatorii • Alcoolismul • Porfiria • Hiperglicemia în diabetul necontrolat necorespunzător • Producția ectopică de către tumorile stomacului, plămânilor DIAGNOSTICUL TULBURĂRILOR ENDOCRINE • Medicamente: glucagon, ACTH (synacthen), vasopresină, estrogeni (contraceptive orale), norepinefrină, dopamină, serotonină, stimulente a-adrenergice (clonidină), antagonişti (receptori -adrenergici (propranolol), agonişti dopaminergici (L-dopa) , bromocriptină, arginină, insulină, vitamina PP (intravenos) Scăderea concentrației • Nanismul hipofizar • Hipercortizolism • Obezitatea (în unele cazuri) • Efecte iatrogenice: radioterapie, chimioterapie, chirurgie • Sindromul Itsenko-Cushing • Medicamente: progesteron, glucocorticoizi, antagonişti ai receptorilor α-adrenergici (fentolamină), stimulente [receptori -adrenergici, antagonişti ai receptorilor serotoninici, antagonişti ai receptorilor dopaminergici (derivaţi fenotiazinei), somatostatina, factori care provoacă hiperglicemie Capitolul Studii chimico-microscopice ale materialelor biologice STUDIU URINĂ Reguli pentru colectarea urinei pentru analize generale Pentru a obține rezultate calitative ale cercetării, colectarea și conservarea urinei ar trebui standardizate Cel mai bine este dacă instrucțiunile sunt tipărite și aprobate de administrația instituției medicale (HCF) Ordinea și secvența procedurii, precum și momentul livrării urinei la laborator, ar trebui să fie clar definite Recipientul de urină trebuie fie de unică folosință, fie curățat complet de detergenți înainte de utilizare Dacă este posibil, colectați imediat urina într-un recipient în care va fi livrată la laborator Dacă este programată un examen microbiologic, recipientul trebuie să fie steril În studiul proteinelor și hormonilor, absorbția analiților de pe pereții vasului trebuie împiedicată Nu este recomandat să luați urină dintr-un vas, o rață, o oală, deoarece chiar și după prelucrarea acestor vase, în ele poate rămâne un precipitat de fosfați, contribuind la descompunerea urinei proaspete Pentru a evita pătrunderea impurităților străine, urina nu trebuie examinată în timpul menstruației După cistoscopie, analiza poate fi prescrisă nu mai devreme de - zile mai târziu În practica clinică, se efectuează un examen chimic, microscopic și bacteriologic al urinei Pacientul însuși colectează urină pentru aproape toate tipurile de studii, cu excepția cazului în care este necesară analiza la copii, la pacienți grav bolnavi sau prin cateterizare Se folosesc trei tipuri de colectare a urinei: porția de dimineață, probe aleatorii (urină unică), pentru o anumită perioadă de timp (sau urină zilnică) Prima porțiune de dimineață de urină, care este colectată în timpul nopții în vezică, este de preferință utilizată pentru analiza generală Se elimină astfel fluctuațiile naturale zilnice ale indicatorilor, iar caracteristicile parametrilor studiați sunt mai obiective Urina trebuie colectată după o toaletă amănunțită a organelor genitale externe într-un vas uscat, curat, bine spălat de agenți de curățare și dezinfectare sau în vase de unică folosință produse special în acest scop Barbati la urinarea trebuie să elibereze complet orificiul extern al uretrei, trăgând pliul cutanat Femeile ar trebui să despartă labiile și să frece cu atenție zona uretrei cu un tampon umed înainte de a urina Toată urina poate fi colectată pentru analiză, dar elementele celulare care nu au legătură cu sistemul urinar, cum ar fi celulele epiteliului scuamos keratinizat din părțile exterioare ale organelor genitale, pot intra în ea Și anume, poetul)?, de regulă, prima porție de urină nu este folosită A doua porțiune de urină este colectată într-un recipient curat și uscat Cu toate acestea, trebuie amintit că elementele celulare valoroase din punct de vedere diagnostic pot fi detectate în prima porțiune de urină, indicând inflamația uretrei (test cu două căni) Recipientul cu urină este închis ermetic cu un capac și livrat la CDL Instrucțiunile privind procedura de colectare a urinei trebuie aduse în atenția fiecărui pacient, subliniind importanța acestui lucru pentru diagnosticul proceselor patologice Analiza urinei trebuie efectuată în ore de la primirea materialului Cu o ședere lungă a urinei livrate în cameră, elementele celulare sunt distruse, urobilinogenii sunt restabiliți la urobilin, iar rezultatele se pot dovedi a fi fals negative În plus, este posibilă contaminarea cu bacterii și ciuperci, a căror activitate vitală duce la formarea de amoniac, alcalinizarea urinei și creșterea pH-ului, iar în caz de glucozurie - la o scădere a glucozei Probele de urină aleatorii pot fi colectate în orice moment Ele sunt utilizate pentru examenul clinic general și testul lui Nechiporenko Înainte de colectarea urinei, se efectuează o toaletă amănunțită a organelor genitale externe Pacienții imobilizați la pat sunt spălați în prealabil cu o soluție slabă de permanganat de potasiu, apoi perineul este șters cu un tampon de bumbac steril uscat în direcția de la organele genitale la anus La pacientii imobilizati la pat, la colectarea urinei, este important sa va asigurati ca vasul este situat deasupra perineului pentru a evita contaminarea de la anus Urina colectată trebuie livrată la CDL cât mai curând posibil În mod ideal, o analiză de urină ar trebui efectuată în decurs de o oră de la recoltarea probei Timpul scurs de la colectarea materialului este esențial pentru evaluarea morfologică a componentelor instabile ale sedimentului urinar Pentru a colecta probe de urină de la nou-născuți, se folosesc pungi cu un strat hipoalergenic care aderă la piele Zona pubiană și perineul trebuie spălate cu săpun Probele pentru o anumită perioadă de timp sunt colectate după prima urinare de dimineață Când se efectuează testul Zimnitsky și se studiază profilul glucozuric, colectarea urinei este utilizată pentru o anumită perioadă de timp Dacă analiza necesită colectarea urinei cu - ore înainte de culcare, pacientul trebuie să golească vezica urinară și să noteze timpul acestei acțiuni Această porțiune de urină nu este necesară pentru analiză Apoi pacientul colectează urina după - ore într-un vas pregătit, în care proba este livrată la CDL În timpul zilei, colectarea urinei se efectuează în același mod - după - ore Un cateter sau puncția vezicii urinare ar trebui folosit doar ca ultimă soluție la nou-născuți, sugari, pacienți cu boală de prostată și, uneori, pentru studii microbiologice Urina pentru cercetare nu poate fi luată dintr-un cateter de lungă durată Dacă nu se folosește toată urina colectată, este necesară o agitare temeinică înainte de drenarea unei părți a acesteia, astfel încât sedimentul care conține elemente și cristale formate să nu se piardă Pentru studiul urinei zilnice, pacientul colectează urină timp de de ore pe un regim normal de băut Pentru colectare, este de preferat să folosiți un recipient din plastic cu un volum de cel puțin litri Pacientului trebuie reamintit că primul INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE nu se ia porția de dimineață (zero timp), se toarnă, dar se adună toate porțiile ulterioare, iar ultima porție se ia la aceeași oră când a început colectarea cu o zi înainte Sunt notate orele de început și de sfârșit ale colecției Dacă nu toată urina este trimisă la laborator, se măsoară cantitatea zilnică de urină, se amestecă bine, se toarnă aproximativ ml într-un recipient curat și uscat, care este prevăzut cu o etichetă adecvată care indică cantitatea exactă de urină zilnică și trimisă pentru analiză Proprietățile fizice ale urinei Compoziția urinei variază considerabil chiar și la indivizii sănătoși, ceea ce complică analiza urinei și obligă să fie atent la interpretarea rezultatelor Volumul zilnic de urină și concentrația anumitor componente în ea depind de intensitatea filtrării glomerulare, de gradul de reabsorbție și excreție tubulară CANTITATE DE URINĂ Cantitatea normală de urină excretată în timpul zilei depinde de vârstă (Tabelul - ) Oliguria sau anuria la nou-născuți poate fi suspectată cu scutece uscate timp de - ore Cantitatea de urină excretată pe zi la copiii sănătoși cu vârsta cuprinsă între și ani poate fi calculată prin formula: + (A - ) = ml de urină în de ore, unde A este vârsta copilului Tabelul - Cantitatea normală de urină excretată pe zi de persoane de diferite vârste Vârsta Cantitatea de urină în de ore, ml Prematuri și hrăniți artificial Mai mult decât nou-născuții la termen de aceeași vârstă Nou-născut - Până la zile - Până la zile - Până la an - - ani - - ani - - ani - Barbati - Femei - Modificarea cantității de urină la adulți și copiii cu patologie este prezentată în tabel - , Tabelul - Cantitatea de urină la adulți și copii cu patologie Cantitatea de urină Patologia Poliurie - o creștere a cantității zilnice de urină de până la litri sau mai mult Cu polidipsie (creșterea setei)' rezoluția edemului, transsudatele, exsudatele; după administrarea de diuretice; cu scăderea sau absența secreției de hormon antidiuretic (ADH) de către neurohipofiză (diabet insipid); cu insensibilitate a tubilor renali la ADH (diabet insipid ereditar, necroză tubulară acută, hipokaliemie, hipercalcemie, stare după transplant de rinichi); cu boli sistemice (mielom, amiloidoză, anemia secerată, sindromul Sjögren); cu diureză osmotică (diabet zaharat): cu insuficiență renală cronică (IRC) INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Sfârșitul mesei - Cantitatea de urină Patologia Oligurie - o scădere a cantității zilnice de urină Cu hidrolabilitate la copii, afecțiuni febrile, boli de inimă, insuficiență renală acută (IRA), nefroscleroză Anurie - lipsa de urină Cu insuficiență renală acută, nefrită severă, blocarea tractului urinar de către o tumoare sau piatră, cu meningită (reflex), otrăvire, peritonită, tetanie Olakisurie - urinare rară Cu tulburări neuroreflex Strangurie - întârziere sau dificultăți de urinare Cu adenom și cancer de prostată, pietre și obstrucție a tractului urinar inferior (urolitiază, scleroza colului vezicii urinare, strictura a uretrei de la efectele medicamentelor, blocante ganglionare, atropină), retenție urinară după intervenție chirurgicală, cu paraproctită, cistita acută, cu boli sau leziuni ale sistemului nervos central (SNC) Pollakiurie - urinare frecventă Cu inflamație a tractului urinar și a vezicii urinare, pielonefrită (simptom tipic), urolitiază, prostatita, răceală, la copiii nevrotici (urinat frecvent, urinare în porțiuni mici, uneori dureroase) Anishuria este incontinența urinară asociată cu o încălcare a sfincterelor vezicii urinare, manifestată prin urinare involuntară fără impuls De asemenea, apare o consecință frecventă a traumatismelor postpartum, leziuni organice ale sistemului nervos central (disfuncție neurogenă a vezicii urinare), malformații ale tractului urinar cu inflamație a tractului urinar, convulsii, stări febrile severe, tulburări funcționale (reflexe) la copiii nevrotici (manifestate ca enurezis) Incontinență urinară - incapacitatea de a reține urina cu un impuls imperativ În cistita acută, adenom, cancer de prostată, tumoră a colului vezicii urinare Nicturie - urinare nocturnă cu dorință de ea și vezică revărsată În stadiul inițial de decompensare cardiacă, cistita, cistopielita etc CULOAREA URINEI Culoarea normală a urinei la adulți și la copiii mai mari depinde de concentrația acesteia și variază de la galben chihlimbar la galben pai Urina concentrată și acidă este de obicei colorată mai intens, este excretată în cantități mai mici și are o densitate relativă mare - fenomenul de hipercromurie Urina de culoare deschisă are o densitate relativă scăzută, reacție ușor acidă sau neutră și se excretă în cantități mari (poliurie fiziologică) - hipocrourie Motivele pentru care culoarea urinei depinde în normă și în patologie sunt prezentate în tabel - Tabelul - Cauze care determină culoarea urinei în condiții normale și patologice Culoarea urinei Cauze Comentarii Urina in conditii fiziologice Chihlimbar sau galben pai Urocromul A și B, uroeritrina, stercobilina, hematoporfirina Cromogenii și vitaminele din alimente pot influența culoarea urinei Hipercromurie fiziologică Consum limitat de alcool, transpirație crescută Urina galben închis cu o greutate specifică ridicată Consumul de morcovi, rubarbă, vitaminele B Urina este adesea colorată de culoarea alimentelor consumate Roșu Consumul de sfeclă Test pentru sânge în urină ("chimie uscată") negativ INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Continuarea tabelului - Culoarea urinei Cauze Comentarii Hipocrourie fiziologică Poliurie datorată consumului crescut de alcool Urina aproape incoloră, cu o densitate relativă scăzută Urina cu patologie Hipercromurie Deshidratare', diaree, toxicoză, vărsături, febră Când este agitată, spuma este incoloră Reacția la urobilină și bilirubină ("chimia uscată") este negativă Urobilinurie: hepatită, ciroză hepatică, afecțiuni hemolitice, rezolvarea hemoragiilor mari, infarct miocardic extins, malarie, scarlatina severă, otrăvire, constipație La agitarea urinei, spuma este incoloră Reacție pozitivă cu zona de testare pentru urobilinogen ("chimie uscată"), reacție Neubausr pozitivă Bilirubinurie- icter obstructiv, afectare a ficatului parenchimatos (hepatită acută și cronică, ciroză hepatică) La agitarea urinei, spumă galbenă Reacție pozitivă cu zona de testare pentru bilirubină ("chimie uscată"), test Fouche pozitiv Hipocrourie Poliurie datorată diabetului zaharat și diabetului insipid În diabetul zaharat - densitate relativă mare a urinei și o reacție pozitivă la glucoză Nefroscleroză Isostrenurie, densitatea urinei este constantă și apropiată de densitatea plasmei fără proteine - , g/ml Roșu, maro, galben-roșcat Hemoglobinurie: rece, marș, transfuzie de sânge incompatibil, otrăvire cu sulfonamide, coloranți anilină Reacția pozitivă a zonei de testare a benzilor de diagnostic la sânge ("chimia uscată") Hematurie: sângerare de la rinichi, tractul urinar Mioglobinurie', infarct miocardic, sindrom de zdrobire, șoc electric, intoxicație cu barbiturice, intoxicație cu monoxid de carbon, intoxicație alimentară Test calitativ cu sulfat de amoniu cristalin (se obține culoare roșu aprins) Porfirinurie roz-rosu- boli hepatice, intoxicație, infecții, deficit de fier și anemie hemolitică, limfogranulomatoză, leucemie, terapie citostatică Reacție negativă a zonelor de testare ale benzilor de diagnostic pentru sânge ("chimie uscată"), reacție pozitivă cu reactivul Ehrlich Porfobilinogenuria și aminolevulinuria sunt caracteristice porfiriei acute intermitente cu afectare a mușchilor, a sistemului nervos central și periferic Porfobilinogenul reacționează cu reactivul Ehrlich Luând fenazonă, cristalele de sulfatiazol Sulfazol arată ca cristale de acid uric Galben-verzui Oxidarea bilirubinei în biliverdină Icter infecțios sau obstructiv - o reacție pozitivă pentru bilirubină ("chimia uscată") Albastru Aportul de albastru de metilen* pentru infecția tractului urinar Albastrul de metilen* colorează cu albastru cristalele de oxalat și elementele celulare Alun sau maro Bilirubinurie Spumă galbenă la agitare și bilirubină pozitivă ("chimioterapie uscată") Methemoglobinurie, hemoglobinurie Reacție pozitivă la sânge ("chimie uscată") INVESTIGAȚII CHIMICE ȘI MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Sfârșitul mesei - Culoarea urinei Cauze Comentarii Alb lăptos Multe neutrofile (piurie) - cistita, exacerbarea pielonefritei, deschiderea unui abces renal Benzi de testare pozitive pentru leucocite Examenul microscopic al sedimentului urinar evidențiază neutrofile Lipurie: nefroze lipoide, amiloid-lipoide La microscopia sedimentelor - celule epiteliale renale in stare de degenerare grasa, gipsuri hialine cu picaturi de grasime, gipsuri grase, uneori cristale de colesterol Chiluria este posibilă cu leziuni severe (ruperea unui canal limfatic mare) Dispare atunci când urina este agitată cu eter Alcaptonurie brun-negru, melaninurie Reacția negativă a benzilor de testare la sânge Culoarea neagră se formează atunci când urina este expusă la aer Acid homogentisic Se formează la expunerea la aer într-un mediu alcalin, alcaptonurie CLARITATEA URINEI Urina normală este limpede Turbiditatea urinei poate fi cauzată de săruri, elemente celulare, bacterii, mucus, grăsimi (chilurie, lipurie) Cauza tulburării este determinată prin microscopia urinei sau prin analiză chimică Unele dintre cele mai simple proceduri pentru a determina cauza turbidității sunt prezentate în tabel - Pentru fiecare studiu, nu luați mai mult de - ml de material Tabelul - , Proceduri pentru determinarea cauzei urinei tulburi Material de testat Reactiv, procedură Rezultat Cauza tulburării Urina tulbure Incalzire Clearing Urata Încălzire Încălzire suplimentară Fosfați - picături de % acid acetic Clearing Phosphates - picături de acid acetic % Fizz și limpezire Carbonate - ml de eter, se agită Enlightenment Fat MIROS DE URINĂ Urina proaspăt eliberată aproape că nu are miros Mirosul de amoniac este caracteristic urinei pacienților cu cistită, pielită, pielonefrită La pacientii diabetici cu cetonurie apare un miros de mere sau de fructe Proprietățile urinei determinate de benzile de testare Testele de diagnosticare sunt destinate "primului contact între medic și pacient": în laboratoarele clinice ale unităților de asistență medicală, direct la patul unui pacient într-un spital, într-un serviciu de ambulanță, pentru examinări în masă (disspanserizare) a populației, precum și pentru utilizarea de către pacienți sau rudele acestora la domiciliu Benzile reactive sunt fabricate din materiale fibroase speciale Studiile fluidelor biologice pot fi efectuate folosind atât benzi monofuncționale, concepute pentru a determina indicatorii individuali, cât și benzi polifuncționale cu diferite combinații de zone de diagnosticare, care permit studii complexe, detectarea și controlul direcționat al unei game largi de boli Polifuncțională INVESTIGAȚII CHIMICE ȘI MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Benzile au mai multe zone de indicație (de la la ) Combinațiile de zone de reactiv sunt concepute astfel încât benzile polifuncționale să îndeplinească cerințele de diagnosticare a bolilor cât mai complet posibil Acestea vă permit să monitorizați sistematic și să detectați în timp util bolile sistemului urinar, cum ar fi glomerulonefrita, pielonefrita, nefropatia de diferite etiologii, pielocistita, cistita, uretrita, precum și diabetul zaharat, icterul obstructiv și infecțios și alte boli VALOAREA pH-ului URINEI Plasma sanguină filtrată și urina primară au în mod normal un pH de , Toate valorile pH-ului plasmei sanguine sub această valoare sunt considerate acidoză, iar toate valorile pH-ului peste , sunt considerate alcaloză Activitatea ionilor de hidrogen în urină depinde de mulți factori, inclusiv de natura alimentelor și de procesele metabolice individuale La consumul de alimente "grele" (carne) care conțin sulf și fosfor, se formează de obicei urină acidă (pH = , - , ), iar la consumul de lactate și alimente vegetale - neutre sau ușor alcaline (pH = , - , ) În timpul proceselor catabolice din organism, se formează acizi puternici anorganici și organici excretați de rinichi Odată cu urina finală, se excretă o cantitate semnificativă de sulfați și fosfați anorganici, al căror conținut este de aproximativ mmol / zi Tubulii renali sunt implicați în menținerea stării acido-bazice (ACS) a mediului intern al organismului Una dintre funcțiile principale ale rinichilor este furnizarea unei cantități suplimentare de ioni de bicarbonat în fluxul sanguin, care echilibrează formarea de ioni de hidrogen din organism Funcția rinichilor, care vizează menținerea CBS, constă în reabsorbția ionilor de bicarbonat filtrați prin filtrul renal și excreția ionilor de hidrogen în urină Reabsorbția bicarbonatului are loc în principal în nefronul proximal Există o relație între cantitatea de ioni de bicarbonat și clorură reabsorbite Astfel, o creștere a reabsorbției bicarbonatului în acidoza respiratorie sau alcaloza metabolică este însoțită de o scădere a reabsorbției ionilor de clorură și duce la hipocloremie Determinarea concentrației ionilor de clor în plasmă și a ionilor de bicarbonat în urină poate oferi informații suplimentare despre tipul de încălcare a CBS Limite de referință Un nou-născut sănătos are un pH final al urinei de , - , O valoare scăzută a pH-ului este o consecință a exsicozei pe termen scurt în primele zile de viață sau o consecință a funcțiilor renale imature La nou-născuții prematuri, pH-ul urinei variază de la , la , După perioada nou-născutului (tm) la copiii care sunt alăptați pH-ul urinei este de , - , (neutru sau alcalin), după înțărcare devine același ca la adulți - - La bebelușii hrăniți cu biberon, pH-ul urinei variază de la , la , La un adult sănătos și la un copil mai mare, pH-ul urinei este în intervalul , - , (de obicei , - , ), iar în patologie este în intervalul - Aciduria este o afecțiune în care pH-ul urinei finale este constant între , și , În cazul supradozajului sau cu predominanța alimentelor din carne în dietă, apare aciduria alimentară Trebuie remarcat faptul că acest lucru crește excreția urinară de acid uric Urina puternic acidă se formează în toate afecțiunile care duc la acidoză metabolică sau respiratorie, deoarece rinichii corectează sau compensează modificările echilibrului acido-bazic (diateza acidului uric, gută, leucemie, terapie citostatică și duș) Acidoza și cetonuria care se însoțesc reciproc apar, de regulă, în timpul înfometării și a unui deficit relativ de carbohidrați Combinația de acidurie, cetonurie și glucozurie indică diabet zaharat decompensat INVESTIGAȚII CHIMICE ȘI MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE acestea Această afecțiune este denumită cetoacidoză diabetică Sindromul hiperglicemic (inclusiv guta), însoțit de acidurie, poate duce la cristalizarea acidului uric în tubulii rinichilor cu formarea de pietre în tractul urinar (pelvis și vezică urinară) Cristalizarea acidului uric în tubulii rinichilor în leucemie poate provoca anurie În astfel de condiții, este necesar nu numai creșterea volumului de urină excretată, ci și promovarea alcalinizării acesteia prin introducerea de citrați în cantități care să mențină pH-ul urinei în intervalul , - , O reacție puternic acidă a urinei este caracteristică diatezei limfatice la copii, precum și tuberculoza renală, insuficiența renală acută și insuficiența renală cronică Dacă pH-ul urinei rămâne constant în , chiar și cu modificări în compoziția alimentelor, aceasta indică o încălcare a mecanismului de reglare a CBS în tubuli (acidoză tubulară) Acidoza tubulară poate fi confirmată prin măsurarea regulată a pH-ului urinei pacientului pe parcursul mai multor zile Alcaluria este o afecțiune în care pH-ul urinei este constant peste , Dacă alcaluria alimentară este exclusă (se întâmplă cu o dietă cu lapte și legume sau cu introducerea de soluții alcaline), trebuie să presupunem că o reacție urinară alcalină persistentă (pH = , - , ) este asociată cu o infecție a tractului urinar (microorganismele sunt capabile) pentru a hidroliza ureea) "Diviziunea amoniului" poate fi observată și cu contaminarea bacteriană a urinei in vitro, în timp ce pH-ul ajunge la , - , Acidoza respiratorie și metabolică duce la început la alcalurie, dar treptat, odată cu epuizarea rezervelor de potasiu sau dezvoltarea hiperaldosteronismului, urina devine acidă Interpretarea rezultatelor pH-ului urinei are semnificație clinică numai dacă poate fi corelată cu alte informații obținute din examinarea sau diagnosticul pacientului Apoi pH-ul urinei poate fi folosit pentru a judeca evoluția bolii Autodeterminarea pH-ului urinei are o valoare clinică mică, dar atunci când este combinată cu simptome clinice și alte constatări de laborator, poate oferi informații importante În tabel - arată raportul pH al urinei și sângelui în unele stări patologice Tabelul - Valorile pH-ului urinei și sângelui în unele patologii Reacție, pH-ul urinei pH-ul sângelui Patologia Acid, pH = , - , Acidoză, pH , Cistită, pielită, hematurie, stare după vărsături și diaree, cu resorbție a exsudaților și transudaților, la administrarea de sifon și ape minerale Alcalină, pH = , - , Acidoză, pH , Hipopotasemie, tratamentul alcalozei cu perfuzie intravenoasă cu cantități mari de soluție de clorură de sodiu (acidurie paradoxală) Determinarea pH-ului urinei este recomandată pentru infecții ale tractului urinar, acidoză tubulară renală, acidoză respiratorie, alcaloză respiratorie, acidoză metabolică, alcaloză metabolică, sindrom Fanconi, tratamentul calculozei renale Valoarea pH-ului urinei este luată în considerare la fundamentarea diagnosticului și monitorizarea stării pacientului CONȚINUT DE PROTEINE ÎN URINĂ Excreția crescută de proteine în urină - proteinurie - însoțește aproape orice patologie a rinichilor, dar proteina din urină poate fi și de origine pre- și post-renală INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE În mod normal, ca urmare a filtrării plasmei sanguine prin filtrul glomerular, are loc separarea aproape completă a substanțelor macromoleculare (proteine) de electroliți și polipeptide cu greutate moleculară mică care intră în filtratul de plasmă Mărimea porilor membranei bazale a filtrului glomerular, aparent, corespunde mărimii moleculei de albumină (prin analogie cu o minge care cade într-un buzunar) Cu toate acestea, stratul de glicocalix terminat cu anioni formează o sarcină electrostatică pe suprafața endoteliului fenestrat, a membranei bazale și a podocitelor Ca urmare, proteinele ca polielectroliți sunt respinse de această sarcină înapoi în fluxul sanguin Cu toate acestea, o cantitate mică de proteine plasmatice intră în capsula lui Bowman chiar și în condiții normale Proteinele care au pătruns în filtrul glomerular sunt reabsorbite în nefronul proximal contorsionat Reabsorbția se realizează la nivelul microvilozităților epiteliului renal ca urmare a endocitozei Moleculele proteice reabsorbite sunt scindate în celulele epiteliului renal, unii dintre metaboliți sunt reutilizați, iar produsele finale sunt resecretate în urină Cantitatea de proteine care se află în urina finală nu depășește în mod normal - mg/zi Proteinurie funcțională (tranzitorie) Proteinuria fiziologică se observă la majoritatea nou-născuților în primele - zile și se explică printr-un filtru renal slab Cantitatea de proteine nu depășește , g/l Proteinuria neonatală pe termen lung poate fi un simptom al sifilisului congenital Proteinuria tranzitorie apare după efort fizic prelungit (marș), după supraîncălzire sau hipotermie, palpare grosieră a rinichilor (proteinurie palpatorie), cu stres emoțional, ingestia de alimente abundente, bogate în proteine (proteinurie alimentară), pierderi de lichide la sugari (proteinurie de deshidratare) ), sau introducerea de medicamente vasoconstrictoare Astfel de variante de proteinurie apar cu ușurință la copiii mici, deoarece rinichii unui copil mic răspund mai ușor și mai rapid la iritație Pentru copilărie, proteinuria de deshidratare este caracteristică, asociată cu tulburări de hrănire, toxicoză, diaree și vărsături Astfel de proteinurie sunt considerate tranzitorii și dispar rapid atunci când factorul care le provoacă este eliminat Cantitatea de proteine din urină poate ajunge la - g/l O creștere a permeabilității capilarelor glomerulare, care duce la proteinurie, se observă în timpul febrei, intoxicației cauzate de anumite medicamente, precum și cu constipație prelungită, diaree severă etc Cu această variantă de proteinurie tranzitorie, în sedimentul urinar se observă, de asemenea, un conținut crescut de leucocite, eritrocite, cilindri, precum și celule ale epiteliului tranzițional și renal Proteinuria ortostatică este tipică copiilor de vârstă preșcolară și școlară Se descoperă întâmplător în timpul examinărilor medicale la copiii sub ani sau între și de ani Copiii din acest grup au o creștere rapidă în timp scurt, o constituție slabă, hipotonie musculară, cifoză dorsală sau lordoză lombară, tensiune arterială scăzută și valori normale în studiul funcției renale Proteinuria apare doar atunci când copilul stă în picioare, când coloana vertebrală este în poziție lordotică, în care suprafața anterioară a ficatului coboară și apasă vena cavă inferioară de coloana vertebrală Aceasta determină congestie pasivă la nivelul venelor renale și proteinurie congestivă, reprezentată în principal de albumină În decubit dorsal, proteinuria dispare sau gradul acesteia scade brusc Jumătate dintre copiii cu proteinurie ortostatică "își revin" după pubertate, dar uneori proteinuria dispare mai târziu, până la vârsta de - de ani În același timp, unii nefrologi iau în considerare proteinuria ortostatică INVESTIGAȚII CHIMICE ȘI MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE un precursor al bolii de rinichi În timpul puncției renale, glomerulonefrita cronică focală sau difuză a fost găsită la un număr semnificativ de tineri examinați cu diagnostic de proteinurie ortostatică În hiperlordoză, coloana vertebrală rămâne curbată indiferent de poziția corpului Concentrația de proteine în urină este stabilă atât în poziția orizontală, cât și în cea verticală a pacientului Această proteinurie se numește hiperlordotică Din păcate, orice proteinurie persistentă în - % din cazuri este un semn de patologie renală Dimpotrivă, proteinuria ortostatică sau hiperlordotică identificată este combinată cu patologia renală în doar % din cazuri Proteinuria hiperlordotică este una dintre cele mai frecvente cauze ale testelor pozitive ale proteinelor urinare, în timp ce proteinuria ortostatică este mult mai puțin frecventă Proteinurie în diverse patologii Proteinuria în condiții patologice este împărțită în prerenală, renală și postrenală Principalele lor caracteristici sunt prezentate în tabel - Tabelul - Principalele caracteristici ale proteinuriei în diferite stări patologice Tip de proteinurie Cauză Masa proteică, kDa Excreție, Marker g/zi Prerenal Sinteză crescută a proteinelor cu greutate moleculară mică, degradarea țesuturilor Hb, mioglobină, Ig monoclonale (proteina Bence-Jones , - Cantitate crescută de proteine totale; conținut de albumină în intervalul normal Glomerular selectiv Creșterea permeabilității glomerulare la proteinele anionice cu greutate moleculară medie - , în principal albumină și transferină , - , Albumină, transferină Glomerular neselectiv Permeabilitate glomerulară crescută pentru proteine cu greutate moleculară mare - și mai mult , - Albumină, IgA, IgG Tubular Scăderea reabsorbției proteinelor cu greutate moleculară mică de către celulele epiteliului renal al nefronului proximal - , - oc-Microglobulina, p -microglobulina, -NAG, cistatina C, proteina de legare a retinolului Creșterea secreției de proteine de către celulele epiteliului renal al nefronului distal - , - , Proteina Tamm-Horsfall (THT) Mixt Permeabilitate glomerulară crescută a proteinelor cu greutate moleculară mare cu afectare secundară sau saturare a reabsorbției tubulare - sau mai mult , - Albumină, oc-microglobulină, proteină totală Sângerare postrenală sau inflamație a tractului urinar Proteine plasmatice, IgA Diverse α -Macroglobulină, apolipoproteină A- Proteinuria prerenală este asociată cu apariția în plasmă a proteinelor anormale care sunt în mod normal absente Astfel de proteine au o greutate moleculară mică și trec printr-un filtru renal intact în urină Apariția lor în plasmă este asociată fie cu creșterea sintezei, fie cu descompunerea țesuturilor sau a celulelor La aproximativ % dintre pacienții cu mielom multiplu, tumora produce numai lanțuri ușoare de imunoglobuline (K sau X), care, datorită greutății moleculare scăzute INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Masa mare este ușor filtrată printr-un filtru renal normal, detectată în urină ca proteină Bence-Jones și nu este detectată în plasma sanguină Paraproteinele sunt de obicei omogene din punct de vedere structural, de exemplu molecula este formată din lanțuri grele sau ușoare de același tip Clasa și tipul de paraproteine nu se schimbă pe parcursul bolii Paraproteinele se găsesc adesea în mielomul multiplu, precum și în macroglobulinemia Waldenström, leucemia plasmablastică acută, boala lanțului greu, limfomul cu paraproteinemie etc Pentru a confirma diagnosticul, proteina Bence-Jones este determinată prin electroforeză în urină În anemia hemolitică, hemoglobina trece printr-un filtru renal intact Concentrația acestei proteine în plasma sanguină este atât de mare încât depășește pragul renal, rezultând hemoglobinurie Apariția acestei proteine în urină nu indică deteriorarea filtrului renal al rinichilor Mioglobinuria este detectată în urină ca proteinurie Cu miodistrofie, sindrom de accident, șoc electric, țesutul muscular este deteriorat și în sânge, iar apoi proteina musculară, mioglobina, este eliberată în urină Greutatea sa moleculară este de numai kDa Trece liber printr-un filtru renal intact și apare în urină când este depășit pragul de concentrație renală Proteinuria congestivă este tipică pacienților cu boli de inimă în stadiul de decompensare, cu ascită cauzată de metastaze și tumori ale cavității abdominale Cantitatea de proteine este de obicei de - g/l, dar ajunge uneori la g/l Este caracteristică o reacție pozitivă a urinei la urobilină În sedimentul urinar se găsesc eritrocite izolate, cilindri hialini Stagnarea prelungită a sângelui în rinichi duce de obicei la o leziune organică a nefropului O variantă similară a proteinuriei în acest stadiu al bolii de bază poate fi deja atribuită proteinuriei renale organice Proteinuria neurogenă se observă în leziuni cerebrale traumatice, hemoragii, crize epileptice, stări maniacale, crize vegetative, infarct miocardic sever, atac de colelitiază etc Gradul de proteinurie este de obicei ușor, dar poate fi semnificativ Proteinuria renală este un simptom comun, dar nespecific al bolii renale Proteinuria renală (renală), de regulă, are un caracter persistent, proteina este prezentă în urina pacientului în orice moment al zilei Detectarea proteinuriei nu este suficientă pentru a diagnostica patologia renală, este necesar să se efectueze un diagnostic diferențial Există proteinurie glomerulară, tubulară și mixtă renală Proteinuria glomerulară (glomerulară) este caracteristică tuturor bolilor de rinichi care apar cu afectarea substanței corticale în care se află glomerulii Acestea sunt glomerulonefrita acută și cronică, nefropatia în diabetul zaharat, nefropatia la femeile însărcinate, nefroza, tumora renală, afectarea rinichilor în hipertensiune arterială, gută etc Proteinuria în această patologie este asociată cu o încălcare a principiului selectivității relative în glomeruli renali Aici este necesar să se facă distincția între formele selective și neselective de proteinurie glomerulară Proteinuria glomerulară selectivă se dezvoltă atunci când filtrarea este afectată din cauza unei modificări a încărcăturii de suprafață a sialogicoproteinelor de pe membrana glomerulară sau a unei modificări a încărcăturii de suprafață a proteinelor Un exemplu tipic al acestui efect este glicarea albuminei (fructozamină) și a proteinelor de suprafață ale filtrului glomerular în diabetul zaharat Ca urmare, microalbuminuria se dezvoltă în stadiile incipiente ale nefropatiei diabetice, iar apoi, pe măsură ce boala progresează, proteinuria Cu proteinuria glomerulară selectivă, electroforegrama proteinelor urinare nu corespunde electroforegramei proteinelor din serul sanguin Filtrul glomerular nu trece INVESTIGAȚII CHIMICE ȘI MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE proteine cu greutate moleculară mare precum globulinele Acest lucru este tipic pentru stadiul compensat al glomerulonefritei cronice Astfel de pacienți răspund bine la tratamentul cu glucocorticoizi și imunosupresoare proteinurie glomerulară neselectivă (selectivă scăzută) Cu proteinurie glomerulară neselectivă, filtrul renal este practic absent și trece proteinele plasmatice de diferite greutăți moleculare Cu proteinurie neselectivă, proteinele cu o greutate moleculară mai mare de kDa (IgA, IgG) se găsesc în urină, cu excepția proteinelor cu o masă foarte mare (IgM, a -macroglobulină) Electroforegrama proteinelor urinare este identică cu cea a proteinei plasmatice Această formă de proteinurie este caracteristică sindromului nefrotic, în care pacienții sunt insensibili la tratamentul cu glucocorticoizi Proteinuria tubulară se manifestă printr-o încălcare a reabsorbției proteinelor în nefronul proximal sau creșterea producției de proteine (proteina Tamm-Horse-Fall) de către celulele epiheliale renale ale nefronului distal Excreția urinară a proteinelor cu greutate moleculară mică (mai puțin de kDa), cum ar fi P-microglobulina, proteina de legare a retinolului sau lizozima, este tipică Această formă de proteinurie apare în nefropatia tubulară, care se dezvoltă în caz de otrăvire cu săruri ale metalelor grele (mercur, plumb, cadmiu), substanțe toxice (etilen glicol, tetraclorura de carbon), medicamente nefrotoxice (aminoglicozide) Proteinuria tubulară apare cu hipoxie, insuficiență renală acută, însoțită de necroză tubulară, este o complicație a transplantului de rinichi, observată cu nefrită interstițială, arsuri severe, sindrom Fanconi, aidoză renală congenitală, defect congenital al tubilor renali Proteinuria mixtă (glomerular-tubulară) este un semn al mai multor tipuri de insuficiență renală: filtrare afectată în glomeruli și reabsorbție în tubuli Acesta este de obicei stadiul manifest al tuturor nefropatiilor, în care aproape toate proteinele plasmatice pot fi detectate în urină (proteinurie selectivă scăzută) În urină se poate pierde până la g de proteine pe zi Cauzele proteinuriei mixte sunt insuficienta renala acuta, pielonefrita, tromboza venoasa renala Proteinuria postrenală apare cu sângerare din tractul urinar, eliberare locală de imunoglobuline în caz de infecție a tractului urinar și se observă și cu polipoză, cancer de vezică urinară Adesea, cu proteinurie postrenală, urina este tulbure din cauza amestecului de leucocite și a unui număr mare de proteine inflamatorii Compoziția proteică a urinei în proteinuria postrenală poate fi similară cu cea din proteinuria renală de tip glomerular, ceea ce poate duce la erori de diagnostic Cuantificarea proteinelor în urină Pentru determinarea fotometrică cantitativă a proteinelor în urină și în alte fluide biologice (lichidul cefalorahidian, fluide de efuziune etc ), compania NPP Tekhnomedika a dezvoltat și lansat analizorul Belur Determinarea concentrației de proteine pe analizor se realizează prin densitatea optică a unui biotest lichid în raport cu densitatea optică a unei probe martor cu recalculare manuală printr-un factor sau un grafic de calibrare De asemenea, utilizează recalcularea automată în funcție de factor Valoarea numerică a factorului poate fi luată din instrucțiunile pentru reactiv și introdusă în dispozitiv sau poate fi determinată automat prin măsurarea unei probe standard Când factorul este determinat automat, utilizatorului i se oferă posibilitatea de a măsura de la la probe, ceea ce mărește acuratețea determinării de până la ori Valoarea concentrației de proteine este prezentată pe afișaj într-un increment minim de , g/l în intervalul de la , la g/l ( mg/dl în intervalul de la la mg/dl) INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Microalbuminuria este excreția urinară a albuminei peste norma fiziologică, dar sub limitele de sensibilitate ale metodelor utilizate în mod obișnuit Excreția urinară normală de albumină este mai mică de µg/min, microalbuminemia este definită ca excreția urinară de albumină de până la µg/ml, ceea ce corespunde unui conținut de proteine de până la mg/l în urina de dimineață sau până la mg/zi ( Tabelul - ) Acest nivel nu este determinat folosind benzi de testare pentru chimie uscată pentru proteine Microalbuminuria este un semn destul de precoce al disfuncției glomerulare; în această perioadă, potrivit multor clinicieni, boala este susceptibilă de tratament medicamentos Tabelul - Clasificarea albuminuriei Nivelul albuminuriei Excreția urinară de albumină Concentrația urinară de albumină, mg/l în porția de dimineață, mcg / min pe zi, mg Normalbuminurie > > Dacă concentrația de albumină în urină zilnică este mai mare de mg și aceste valori sunt repetate de mai multe ori, tratamentul este necesar, deoarece aceste modificări sunt caracteristice nefropatiei diabetice incipiente Pe măsură ce leziunile renale progresează, în diabetul zaharat se dezvoltă proteinurie severă Controlul atent al nivelului de glucoză din sânge și tratamentul oricărei forme de hipertensiune arterială pot opri microalbuminemia și pot preveni dezvoltarea insuficienței renale manifeste Conform recomandărilor Asociației Americane de Diabet ( ) și Grupului European de Cercetare a Diabetului ( ), studiul microalbuminuriei este inclus în lista metodelor obligatorii de rutină pentru examinarea pacienților cu diabet zaharat de tip și tip (Tabelele - ) ) Tabelul - Recomandări pentru screening-ul pentru microalbuminurie Categoria pacienţilor Recomandări Pacienți cu diabet zaharat de tip care s-au îmbolnăvit în copilăria timpurie Anual de la vârsta de - ani Pacienți cu diabet zaharat de tip , care s-au îmbolnăvit la pubertate La diagnostic și apoi o dată pe an Pacienții cu diabet zaharat de tip care s-au îmbolnăvit la vârsta postpuberală la ani de la debutul bolii Pacienți cu diabet zaharat de tip La diagnosticare și ulterior o dată pe an Metodele tradiționale de determinare a microalbuminemiei sunt metode imunochimice: radioimunotest, imunotest enzimatic, imunodifuzie radială, imunoturbidimetrie sau nefelometrie Toate aceste metode au sensibilitate și specificitate ridicate, astfel încât alegerea unei anumite metode este determinată de capacitățile analitice și financiare ale laboratorului Recent, testul pentru microalbuminemie a devenit parte a benzilor multifuncționale ale unor producători Pe baza rezultatelor, baza acestui test este aceeași ca și pentru proteinurie, dar sensibilitatea la albumină este crescută Evaluarea clinică a microalbuminuriei prin această metodă la pacienții cu nefropatie este încă în stadiul de acumulare a datelor INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE GLUCOZA URINĂ Nivelul de glucoză din sânge și celulele corpului este considerat cel mai important factor în homeostazie Este menținută la un anumit nivel de funcțiile intestinelor, ficatului, rinichilor, pancreasului, glandelor suprarenale, țesutului adipos și altor organe În mod normal, glucoza ca substanță fără prag este filtrată în glomerulii rinichilor, dar apoi aproape complet reabsorbită în tubii proximali Valoarea reabsorbției tubulare este relativ constantă, dar odată cu înaintarea în vârstă există o tendință de scădere a acesteia Numărul maxim de molecule de glucoză reabsorbite din urina primară în sânge depinde de numărul de transportatori de glucoză dependenți de energie și de rata turnover-ului acestora în membrană Cantitatea de glucoză reabsorbită la sarcina maximă a purtătorilor săi este un indicator important al stării funcționale a nefronului proximal Dacă nivelul glucozei din sânge depășește cantitatea care poate fi reabsorbită în tubuli, glucoza apare în urină Când nivelul sângelui depășește , - , mmol / l, glucoza este excretată în urină Nivelul glicemiei la care apare glucozuria se numește prag renal Odată cu vârsta, pragul renal al glucozei scade și, de asemenea, scade în bolile cronice de rinichi, hipertensiunea arterială, nefropatia diabetică Excreția de glucoză în urină este influențată de rata de filtrare glomerulară, care este în mod normal de aproximativ ml/min Pacienții cu insuficiență renală sau cei care suferă de o scădere a aportului de sânge la rinichi nu vor avea glucozurie chiar și cu o concentrație foarte mare de glucoză în sânge Datorită vitezei scăzute a fluxului sanguin în glomeruli, este filtrată mai puțină glucoză și toată ea are timp să fie reabsorbită în nefronul proximal, prin urmare, diabetul zaharat nu poate fi exclus de nivelul de glucoză din urină Studii speciale au arătat că depistarea glucozuriei are o specificitate clinică de % pentru diagnosticul de diabet zaharat (dacă este detectată glucozurie, pacientul are diabet zaharat) și doar % sensibilitate diagnostică (aproximativ jumătate dintre pacienții diabetici nu au glucozurie) La pacienții diabetici, studiul glucozei în urină este o modalitate eficientă de a monitoriza starea pacientului și de a controla tratamentul O scădere a glucozuriei zilnice indică eficacitatea măsurilor terapeutice Criteriul de compensare a diabetului zaharat de tip este realizarea aglucozuriei, iar pentru tipul este permisă o pierdere de - g de glucoză pe zi în urină Determinarea glucozei în urină poate fi efectuată acasă Pentru aceasta se folosesc benzi de testare cu reactivi Glucoza urinară apare atunci când glicemia depășește pragul renal, totuși, glucoza din urină nu reflectă bine gradul de hiperglicemie, din cauza diluției sale în vezică, fluctuațiilor individuale ale valorii pragului renal și posibilă afectare a funcției renale Dezavantajul fundamental al monitorizării glucozuriei este incapacitatea de a detecta hipoglicemia De aceea, recent, pacienții cu diabet au fost sfătuiți să aibă acasă glucometre de uz individual (fotometre reflectorizante cu benzi de testare pentru determinarea glicemiei), care permit determinarea nivelului de glucoză dintr-o picătură de sânge capilar de la un deget Determinarea glucozei în urină trebuie efectuată nu mai târziu de ore după urinare În - ore (în urină zilnică) pierderea de glucoză este de aproximativ % dacă nu se adaugă nici un stabilizator Cu bacteriurie adevărată sau când urina este contaminată (contaminată) cu bacterii și ciuperci din vasele murdare, principala cauză a scăderii nivelului de glucoză în urină la pacienții cu diabet zaharat (și la persoanele sănătoase - cauza absenței complete) de glucoză în urină) este activitatea vitală a bacteriilor și ciupercilor Dacă se efectuează zilnic un test de glucoză INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE urină, , g de azidă de sodiu trebuie adăugate ca stabilizator în vasul de colectare a urinei Glucozurie patologică - excreția prin urină a unei cantități crescute de glucoză de la - g/l și uneori până la g/l pe zi Glucozuria în combinație cu hiperglicemia diagnosticată pe stomacul gol este considerată simptomul principal și cel mai caracteristic al diabetului zaharat Pragul renal de glucoză la copiii mici este mai mare decât la adulți și este de , - , mmol/l ser ( , - , g/l) Pragul renal crește odată cu introducerea hormonului paratiroidian și adrenalină, scade odată cu introducerea medicamentelor care conțin acizi biliari Glucozuria este împărțită în pancreatică și extrapancreatică Glucozuria pancreatică Glucozuria pacreatică sau insulară apare atunci când producția de insulină de către pancreas scade Cea mai frecventă cauză a glucozuriei este diabetul zaharat Cantitatea de glucoză din urină la pacienții diabetici poate ajunge la - g/l Pierderea totală de glucoză în urină depinde de gradul de poliurie De obicei există o relație între cantitatea de glucoză excretată și gradul de poliurie Glucozuria diabetică se caracterizează prin excreția de glucoză în urină pe stomacul gol și o concentrație crescută a acestei substanțe în sânge pe stomacul gol În pancreatita acută, glucozuria este un fenomen temporar care dispare atunci când procesul inflamator încetează În necroza pancreatică acută, insulele Langerhans mor și se dezvoltă glucozuria pancreatică Glucozuria pancreatică include și glucozuria, care se observă în timpul postului prelungit Această glucozurie dispare la câteva zile după încheierea postului Glucozurie extrapancreatică glucozurie centrală Cu iritarea traumatică, mecanică, toxică a sistemului nervos central, există o creștere a defalcării glicogenului în ficat, ceea ce duce la hiperglicemie și glucozurie Glicozurii de origine centrală sunt de scurtă durată, apar cu traumatisme și tumori cerebrale, meningită, toxicoză, encefalită, hemoragie Cauzele glucozuriei temporare pot fi anestezia, otrăvirea (glucozurie toxică), febra Glucozuria emoțională (examen, psihoză, frică, plâns) se disting într-un grup separat Glicozurie hormonală Cu hipertiroidism, feocromocitom, sindromul Itsenko-Cushing, acromegalie, tumori ale cortexului suprarenal, secreția de hormoni contrainsulari - adrenalină, tiroxină, glucocorticoizi - crește, ceea ce duce la glucozurie Printr-un mecanism similar, glucozuria apare cu o supradoză de medicamente glucocorticoide și hormon adrenocorticotrop sau cu utilizarea lor pe termen lung Glucozurie renală (renală) Glucozuria renală se dezvoltă ca urmare a reabsorbției afectate a glucozei de către epiteliul renal din nefronul proximal Glucozuria renală de la diabetic se poate distinge prin următoarele caracteristici: glucozurie cu normoglicemie; test normal de toleranță la glucoză; valoarea normală a hemoglobinei glicate (HbFlc) în serul sanguin Există glucozurie renală primară și secundară Glucozuria renală primară, sau diabetul insipid renal, este considerată o anomalie nevinovată Acest grup de oameni aparent sănătoși are un prag renal scăzut de glucoză - până la , mmol / l ( - mg / dl) Metabolismul carbohidraților intermediar nu este perturbat, ci dimineața la examinarea urinei Glucozuria este întotdeauna diagnosticată, iar glicemia a jeun este în limitele normale sau este redusă O încărcătură dublă de glucoză nu duce la rezultate patologice Pe termen lung, timp de - ani, observarea acestor pacienți nu evidențiază simptome de diabet zaharat Diabetul renal primar are un prognostic bun și nu necesită tratament Glicozuria în timpul sarcinii este asociată cu o scădere a pragului renal de glucoză, care apare de obicei după luni de sarcină Excreția urinară de glucoză este maximă în ultimul trimestru și nu este asociată cu excreția de cetone Fiecare caz de glucozurie la femeile însărcinate trebuie analizat cu atenție, deoarece sarcina poate fi un factor provocator pentru dezvoltarea diabetului Glucozuria renală secundară se dezvoltă cu afectarea organică a rinichilor și scăderea funcției de reabsorbție a rinichilor (glomerulonefrită cronică, nefroză lipoidală, insuficiență renală acută, leziuni toxice ale țesutului renal etc ) Din cauza deteriorării celulelor epiteliului renal sau a descuamării lor complete sau parțiale, reabsorbția glucozei în tubuli este afectată În sângele acestor pacienți, conținutul de glucoză rămâne în limitele normale, iar glucoza apare în urină O scădere a funcției renale cu % din valoarea normală poate duce la glucozurie simptomatică Glucozuria alimentară este un fenomen temporar, se dezvoltă la persoanele practic sănătoase la - de minute după ingerarea alimentelor bogate în carbohidrați sau în timpul unui test de toleranță la glucoză ( g zahăr) și dispare după - ore Copiii mici au rinichi mari pragul de glucoză ( - mg / ml, sau , - , mmol / l) și în timpul testului de toleranță la glucoză, glucozuria poate să nu apară Glucozuria medicamentoasă se poate dezvolta odată cu introducerea morfinei, anestezicelor, sedativelor, precum și a medicamentelor cu efecte hiperglicemiante și nefrotoxice la pacienți Glucozuria în diabetul zaharat Sondajele în masă ale populației în scopul diagnosticării precoce a diabetului zaharat au arătat că stadiul inițial al acestei boli se caracterizează prin absența oricăror simptome evidente Potrivit diverselor estimări, de la la % din cazurile de diabet zaharat rămân nedetectate La vârstnici, din cauza scăderii activității enzimelor din epiteliul renal, poate exista o ușoară glucozurie Acest grup are de obicei poliurie și deteriorarea stării de bine, care este de obicei asociată cu vârsta lor, dar nu indică tulburări metabolice Glucozuria minoră este de obicei compensată prin dietă Pacienții care dezvoltă simptome caracteristice sindromului metabolic și diabet zaharat trebuie examinați cu atenție: • obezitate, în special de tip abdominal; • hiperlipoproteinemie; • poliurie; • hipertensiune; • patologia hepatobiliara; • infectie cronica a tractului urinar si respirator; • boli ale sistemului cardiovascular Alte grupuri de risc: • persoane peste de ani; • persoane cu ereditate agravată pentru diabet zaharat; • mame care au născut copii cu o greutate mai mare de g și defecte de dezvoltare: • femeile după avorturi sau nașteri premature INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE S-a stabilit că aproximativ o treime dintre pacienții care au fost diagnosticați cu glucozurie după o încărcătură alimentară de glucoză suferă de diabet zaharat O anumită valoare diagnostică are și glucozuria de altă etiologie De aceea, detectarea glucozei în urină este considerată unul dintre testele de diagnosticare importante în toate țările cu un sistem de sănătate dezvoltat Această analiză este obligatorie atunci când se examinează urina în CDL O metodă semi-cantitativă pentru determinarea glucozei în urină cu ajutorul benzilor de testare este considerată a fi cea mai bună metodă de examinare în masă a populației pentru a detecta tulburările metabolismului glucozei Metode cantitative pentru determinarea glucozei în urină - se recomandă utilizarea glucozoxidazei și hexokinazei Ambele metode sunt foarte specifice pentru glucoză și oferă rezultate cantitative fiabile asupra conținutului acesteia în urină Singurul factor semnificativ care subestimează concentrația de glucoză este utilizarea metodei glucozooxidazei în urină cu un pH de , - , O astfel de urină puternic acidă inhibă activitatea enzimatică, care poate fi evitată prin adăugarea de soluții tampon la probă CONȚINUT DE CORPI CETONICI ÎN URINĂ Formarea corpurilor cetonici În corpul uman, trei corpi cetonici au valoare diagnostică: acidul acetoacetic (acetoacetat), acidul p-hidroxibutiric (P-hidroxibutirat) și acetona La oamenii sănătoși, acizii grași și glicerolul se formează în țesutul adipos în timpul lipolizei, acizii grași sunt apoi transformați în acetoacetat în ficat prin acetil-coenzima-A Partea principală a acetoacetatului cu participarea enzimelor este transformată în p-hidroxibutirat, o mică parte este decarboxilată spontan în acetonă Cetonele sunt consumate în mod activ ca substraturi energetice de către inimă, sistemul nervos central și alte organe Corpii cetonici pot fi detectați în sânge și urină Proporțiile din sânge dintre ele sunt individuale și depind de severitatea cetogenezei Cu o ușoară cetoză, componenta principală a cetonelor este acidul acetoacetic Când este transformat în acid p-hidroxibutiric}', acidul acetoacetic relativ puternic (pK = , ) este înlocuit cu un acid p-hidroxibutiric mai slab (pK = , ) Acetona într-o cantitate semnificativă poate fi eliminată din sânge de către sistemul respirator, deoarece nivelul său dintre cele trei componente ale cetonelor este cel mai mic Cetonele sunt excretate în urină în aproximativ următorul raport: acid p-hidroxibutiric - - %, acid acetoacetic - - % acetonă - - % Aspecte clinice La o persoană sănătoasă, - mg/sg de cetone sunt excretate prin urină Cu probe de calitate obișnuită, o astfel de cantitate de cetone nu este detectată Excreția mai multor cetone în urină se numește cetonurie Cetonuria apare în încălcarea metabolismului carbohidraților, grăsimilor sau proteinelor și are o mare importanță clinică Astfel, vărsăturile acetemice la copiii mici sunt observate cu o combinație de foamete de carbohidrați și aportul de alimente cetogenice Din cauza metabolismului instabil al carbohidraților și a tendinței de cetoză după vârsta de doi ani, chiar și micile erori în alimentație, mai ales dacă acestea coincid cu o boală infecțioasă acută, agitație sau surmenaj, pot duce la cetoză Cetoza rezultată din aportul de alimente bogate în substanțe cetogenice (grăsimi, proteine care conțin o cantitate mare de aminoacizi cetogeni) este asociată cu cetogeneza sporită, rezultând în tranzitul cetonuriei Cetonuria este observată la copiii mici în timpul înfometării pe fondul epuizării (toxicoză, gastroenterocolită, dizenterie etc ), precum și în timpul febrei INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE cancer, intoxicație cu alcool, otrăvire, boli infecțioase severe În toate aceste boli, cetonuria este un semn secundar nepermanent (cetonurie secundară) și nu are valoare diagnostică și prognostică Cetonuria după intervenție chirurgicală, cu leziuni musculare mecanice extinse (sindromul de zdrobire) se datorează degradarii proteinelor din cauza activării proteolizei cauzate de hormonii de stres (catecolamine, glucocorticoizi, glucagon) În același timp, restricția rezultată a proceselor din ciclul Krebs duce la acumularea de compuși cu două atomi de carbon în țesuturi, inclusiv acetil-coenzima-A Cetonuria centrală se dezvoltă după operații la meninge, cu leziuni cerebrale traumatice, hemoragii subarahnoidiene, encefalografie, iritație severă și excitare a sistemului nervos central Cu vărsături acetonemice de origine centrală, aportul de carbohidrați nu ajută O îmbunătățire bruscă a stării pacientului are loc atunci când iau sedative Cetoza se poate dezvolta cu boala glicogenului (primul tip este lipsa glucozo- -fosfatazei, al treilea tip este lipsa amino- , -glucozidazei, iar al șaselea tip este lipsa fosforilazei hepatice) din cauza încălcării formarea glicogenului în ficat, acumularea de acetil-coenzima-A și creșterea conversiei acestuia în acid acetoacetic Cu tireotoxicoză, cetoza apare din cauza consumului crescut de carbohidrați, cu glucozurie renală pronunțată - datorită pierderii glucidelor în urină și stimulării compensatorii a lipogenezei, cu acromegalie - datorită producției crescute de hormon de creștere, cu boala Itsenko-Cushing - din cauza la glucocorticoizi În aceste boli se constată o scădere a consumului de carbohidrați și o creștere a mobilizării grăsimilor Acestea sunt exemple de cetonurie secundară Cu astfel de patologii, cetonuria este un simptom variabil și nu are valoare diagnostică Cetoacidoza în diabetul zaharat Detectarea cetonelor în urină permite diagnosticarea decompensării metabolice la pacienții diabetici Coma și precoma sunt aproape întotdeauna însoțite de cetoză și ceto-nurie Cu toate acestea, coma hiperosmolară este o excepție: nu este însoțită de formarea de cetone Coma cetoacidotică este cea mai gravă complicație a diabetului Un pacient cu diabet zaharat în timpul zilei poate excreta de la până la g de cetone în urină Combinația de cetonurie cu glucozurie este o dovadă a diabetului zaharat, dar absența glucozuriei în cetonurie face posibilă excluderea cu certitudine a unui astfel de diagnostic Cetonuria la un pacient cu diabet zaharat de tip (insulino-dependent) trebuie eliminată rapid, în decurs de - zile, în timp ce se recomandă examinarea urinei pentru cetone la fiecare ore și, în funcție de rezultate, modificarea dozei de insulină Cetoacidoza alcoolica Cu consumul excesiv de alcool și refuzul alimentelor timp de - zile, este posibilă dezvoltarea unei stări cu deficit de insulină și stimularea lipolizei Ca urmare a activării alcool dehidrogenazei, are loc o creștere a raportului NADH , / NAD (NAD - nicotinamid adenin dinucleotide) Deficiența de NAD duce la suprimarea lipogenezei și o creștere a sintezei corpilor cetonici În cetoacidoza alcoolică, corpii cetonici în urină se găsesc în % din cazuri Dacă reacția urinei la cetone este negativă, aceasta se datorează conversiei rapide a acetoacetatului în p-hidroxibutirat datorită unui exces de cofactor de reacție NADH , care practic nu este detectat de benzile de testare Cetonurie în pancreatită În pancreatita acută, lipaza se acumulează în serul sanguin, ceea ce duce la mobilizarea acizilor grași din țesutul adipos Ca urmare, cetogeneza în ficat crește și apar cetonemie și cetonurie INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE CONȚINUT DE BILIRUBINĂ ÎN URINĂ Aspecte clinice Bilirubina se formează din descompunerea hemoglobinei în celulele sistemului reticuloendotelial (RES), în special în splină și celulele Kupffer ale ficatului La un adult, se formează aproximativ - mg de bilirubină pe zi În celulele hepatice, bilirubina liberă suferă conjugarea enzimatică cu acidul glucuronic și este transformată în bilirubinmono- și bilirubindiglucoronide (bilirubină conjugată, directă sau conjugată) Bilirubina conjugată este solubilă în apă, intră cu bila în vezica biliară, unde, sub influența dehidrogenazelor, se reduce parțial la mezobilirubină și I-urobilinogen Acesta din urmă, împreună cu restul bilirubinei, intră prin ductul biliar comun în duoden, unde pierde acidul glucuronic, și este absorbit de membrana mucoasă a duodenului și a intestinului subțire proximal Se întoarce în ficat prin sistemul venei portă și este oxidat în dipiroli în celulele hepatice Mezobilirubina și bilirubina intră în intestinul gros, unde, sub influența microflorei intestinale normale, sunt restabilite la stercobilinogen incolor În colonul distal, cantitatea principală de stercobilinogen este oxidată la stercobilină, care colorează fecalele în diferite nuanțe de maro O parte nesemnificativă a stercobilinogenului este absorbită de membrana mucoasă a colonului și intră în sânge prin venele hemoroidale, intră în rinichi prin vena cavă inferioară și este filtrată prin filtrul renal în urină Cantitatea minimă de bilirubină conjugată ( - µg/kg pe zi) excretată în urină nu este determinată prin metode calitative (Tabelele - ) Tabelul - Reacții la bilirubină și urobilinogeni în urină în condiții normale și patologice Indicator Reacția este normală Icter, reacție saturație parenchimatoasă hemolitică începe peak recovery peak recovery Bilirubină Niciuna Negativă Puțin pozitivă Puțin pozitivă Negativă Puțin pozitivă Negativă Stercobilinogen Slab pozitiv sau negativ Puternic pozitiv Slab pozitiv Negativ Pozitiv Negativ Pozitiv I-urobi-l inogen Nu Nu Pozitiv Nu Nu Nu Nu Icterul obstructiv (obstructiv, subhepatic) este cauzat de obstrucția extra- sau intrahepatică a căilor biliare, care este însoțită de o oprire parțială sau completă a fluxului de bilă Când ductul biliar comun este obstrucționat (de o piatră, inflamație, tumoră etc ) din cauza acumulării în capilarele hepatice, bila (cu bilirubină conjugată directă) trece în capilarele sanguine dintre membranele celulelor hepatice (hepatocite) Nivelul bilirubinei conjugate din plasma sanguină crește și apoi depășește pragul renal Filtrul de rinichi trece liber bilirubina directă Bilirubinuria în icterul obstructiv este un fenomen constant O scădere a conținutului de bilirubină în urină sau dispariția completă a acesteia indică o restabilire parțială sau completă a permeabilității tractului biliar INVESTIGAȚII CHIMICE ȘI MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Cu icterul hepatocelular (parenchimatos), atunci când parenchimul hepatic (celule hepatice - hepatocite) este afectat ca urmare a intoxicației, nivelul bilirubinei conjugate și unele jugate din sânge crește simultan Cauzele care stau la baza acestei afecțiuni pot fi eliminarea afectată a bilirubinei neconjugate din sânge, eliberarea bilirubinei conjugate din celulele hepatice în capilarele biliare și penetrarea ulterioară a bilirubinei conjugate din capilarele hepatice pline de bilă în capilarele sanguine prin hepatocitele distruse Icterul hepatocelular este caracteristic hepatitei virale acute în faza toxică, precum și bronhopneumoniei severe, gripei, toxicozei și altor boli infecțioase Nivelurile bilirubinei conjugate și totale sunt crescute în principal în sindroamele Dubin-Johnson și Rotor O concentrație crescută de bilirubină conjugată în serul sanguin al pacienților cu hepatită infecțioasă este însoțită de o excreție crescută a bilirubinei în urină Cu această patologie, intensitatea bilirubinuriei crește în paralel cu severitatea bolii, atingând valori maxime la înălțimea bolii, după care începe să scadă La debutul bolii, bilirubina practic nu este detectată în urină, iar concentrația sa ridicată (urină de culoarea berii închise) pe fondul icterului sever și al fecalelor incolore este un semn al înălțimii bolii (bilea intrahepatică) stază) Icterul hemolitic se caracterizează prin formarea excesivă a bilirubinei neconjugate sau reținerea acesteia în organism, cu încălcarea excreției În plasma sanguină a pacienților, nivelul bilirubinei totale crește din cauza bilirubinei neconjugate În urină, reacția la bilirubină este negativă, deoarece bilirubina neconjugată, legată de albumină, nu trece printr-un filtru renal intact Această afecțiune este tipică pentru anemiile hemolitice cu hemoliză intracelulară și intravasculară sau mixtă, precum și pentru criza hemolitică cu malarie, anemie B -megaloblastică, acțiunea toxinelor (otrăvire cu ciuperci, veninuri de șarpe etc ) sau cu transfuzie de sânge incompatibil Un nivel crescut de bilirubină neconjugată în plasma sanguină este observat atunci când metabolismul său este perturbat, în special cu o încălcare ereditară a transportului pigmenților biliari - sindromul Gilbert La persoanele cu acest sindrom, aproape întotdeauna se observă o ușoară îngălbenire a pielii, a conjunctivei și a membranelor mucoase vizibile Motivul pentru aceasta este incapacitatea hepatocitelor de a capta, conjuga și secreta bilirubina în capilarele biliare O altă formă de hiperbilirubinemie congenitală ereditară este boala Crigler-Najjar, în care nivelul bilirubinei neconjugate este, de asemenea, crescut semnificativ și se poate dezvolta afectarea SNC (encefalopatie bilirubină) Cu așa-numitul icter fiziologic al nou-născutului (Icrerus Neonatorum Gravis), există și o eșec tranzitoriu a mecanismelor de conjugare din cauza funcției hepatice insuficiente a nou-născutului În același timp, datorită permeabilității crescute a filtrului renal, bilirubina neconjugată este excretată în urină sub formă de mici granule galben-maronii La un nou-născut, urina nu este colorată, reacția la bilirubină este negativă, scutecele sunt incolore, acoperite cu granule mici galben-maronii de bilirubină neconjugată - "nisip" (bilirubina lui Kluber) Dar dacă pregătiți un extract de cloroform sau eteric din această urină și îl testați pentru bilirubină, rezultatul va fi pozitiv În mod normal, există bilirubină în urină, dar concentrația acesteia este atât de scăzută încât nu este detectată folosind teste de calitate (reacții) general acceptate în CDL INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Limita inferioară de sensibilitate a metodelor utilizate face posibilă determinarea bilirubinei conjugate în urină la concentrația sa peste , - , mg/ ml Bilirubina indirectă (neconjugată) poate intra în urină numai dacă o creștere a concentrației sale în serul sanguin este combinată cu o încălcare a permeabilității filtrului glomerular Bilirubinuria patologică se remarcă în boli precum hepatita virală (infecțioasă), ciroza hepatică, bolile vezicii biliare și ale căilor biliare, cancerul hepatic și carcinomul hepatic metastatic, hepatita toxică Din punct de vedere diagnostic, bilirubinuria poate fi privită după cum urmează • O reacție pozitivă la bilirubină în urină indică o creștere a concentrației bilirubinei conjugate în plasma sanguină și excesul pragului renal al bilirubinei, care este tipic pentru o încălcare a fluxului de bilă în duoden (extrahepatic sau intrahepatic) icter) Pragul renal al bilirubinei este de - µmol/L "O creștere simultană a nivelului de bilirubină și urobilinogen în urină este considerată un semn de icter parenchimatos în ziua - a bolii și în perioada de recuperare Bilirubinuria este un fenomen constant în icterul obstructiv În cazul icterului parenchimatos, bilirubinuria indică înălțimea bolii, severitatea procesului și deteriorarea hepatocitelor La debutul bolii și în perioada de recuperare, concentrația de bilirubină este de obicei nesemnificativă sau moderată, scăzând treptat în perioada de recuperare Cu icter hemolitic, bilirubina nu este detectată în urină Determinarea bilirubinei (și în același timp a urobilinogenului) în urină este considerată un test de diagnostic important Benzile de diagnosticare pentru bilirubină sunt cele mai potrivite pentru a fi utilizate în următoarele cazuri: • la efectuarea unei analize chimice a urinei; • diagnosticul de icter obstructiv; • diagnosticul diferenţial al icterului hemolitic şi obstructiv parenchimatos; • necesitatea controlului în timpul tratamentului icterului obstructiv și al hepatitei parenchimatoase; • examinarea lucrătorilor în contact cu medicamente hepatotoxice; • efectuarea unui test de screening la pacienții care iau medicamente potențial hepatotoxice Testul pentru bilirubină pe benzi de diagnosticare este calitativ și vă permite să determinați prezența bilirubinei în urină în termeni relativi (+, ++, +++) în funcție de gradul de culoare a câmpului de diagnostic CONȚINUT DE UROBILINOGEN ÎN URINĂ Aspecte clinice Corpii urobilinogeni sunt derivați ai bilirubinei Sunt cunoscuți corpi urobilinogen (I-urobilinogen, D-urobilinogen, al treilea urobilinogen și stercobilinogen) și corpi urobilin (I-urobilin, D-urobilin, al treilea urobilin și stercobilin) Urobilinogenii sunt substanțe incolore, iar urobilinele sunt colorate, au o culoare maro-gălbui Conversia bilirubinei în I-urobilinogen are loc parțial în vezica biliară sub acțiunea dehidrogenazelor Cantitatea de urobilinogeni formată în organism este proporțională cu concentrația de bilirubină excretată de ficat împreună cu bila în intestin I-urobilinogenul este reabsorbit în duoden și parțial Se întoarce în ficat în intestinul subțire și prin sistemul venei porte, unde o parte din ea este oxidată în dipiroli, iar o parte este din nou excretată în bilă (circulația extrahepatică a I-urobilinogenului) O parte din stercobilinogen este absorbită în colonul distal, pătrunde în venele hemoroidale, vena cavă inferioară, vasele renale, este filtrată prin filtrul renal și excretată prin urină, colorându-l simultan cu alte urocromi normale în diferite nuanțe de galben Corpii de urobilinogen sunt produși normali ai catabolismului, care în condiții fiziologice se formează într-un anumit ritm, sunt excretați în mod constant în fecale și în cantități mici în urină În diferite boli, formarea lor poate crește, ceea ce duce la o creștere a excreției (de exemplu, un proces hemolitic); sau formarea lor este redusă sau oprită brusc (achilia), iar apoi urobilinogenul se găsește în urină în urme de concentrație sau nu este detectat deloc Concentrația fiziologică de urobilinogen în urină, care este de µmol/l ( mg/dl), este luată ca limită superioară Eliberarea corpurilor de urobilinogen în exces față de normă se numește urobilinogenurie, este caracteristică afecțiunilor hemolitice, leziunilor parenchimului hepatic și patologiei intestinale În condiții hemolitice, în principal stercobilinogenul este excretat prin urină: anemie hemolitică, anemie pernicioasă, hemoglobinurie paroxistică nocturnă, eritremie, hemoliză intravasculară (reacție de chimiotransfuzie, infecție, mușcătură de șarpe otrăvitor), resorbție de hematoame masive Când parenchimul penisului este deteriorat, în principal I-urobilinogenul este excretat prin urină: hepatită virală, hepatită cronică, leziuni hepatice toxice, cancer hepatic și metastaze În bolile intestinului, există o reabsorbție crescută a stercobilinogenului de către membrana mucoasă a colonului distal, ceea ce duce la o creștere a concentrației acestei substanțe în urină Acest tip de stercobilinogenurie se observă mai des la copii: enterocolită, constipație, obstrucție intestinală, creșterea proceselor de putrefacție în colon Nivelul de urobilinogen în urină crește, de asemenea, odată cu șuntarea ficatului, ciroza hepatică cu hipertensiune portală, tromboza venei porte Dacă pacientul nu are hemoliză și boală intestinală, urobilinogenuria este un semn de afectare a parenchimului hepatic Este considerat unul dintre cei mai caracteristici indicatori ai stării funcționale a ficatului Cu afectarea virală a parenchimului hepatic, urobilinogenuria atinge valorile maxime în primele zile ale bolii, chiar înainte de debutul icterului, apoi scade treptat La apogeul bolii, urobilinogenul în urină nu este practic determinat Aceasta este perioada de stagnare intrahepatică Conținutul de bilirubină crește intens în plasma sanguină, iar bilirubinuria atinge valorile maxime Apoi, pe măsură ce pacientul își revine și țesuturile corpului sunt curățate de bilirubină, urobilinogenul reapare în urină Acesta este al doilea vârf al urobilinogenuriei Treptat, conținutul de urobilinogen din urină scade la normal Urobilinogenuria prelungită în timpul perioadei de recuperare indică dezvoltarea hepatitei cronice sau a cirozei hepatice Cu o tumoare hepatică, abces, echinococoză, urobilinogenurie este diagnosticată numai atunci când procesul este generalizat, când procesul patologic se extinde într-o mare parte a organului, perturbând funcția acestuia Urobilinogenul din urină poate scădea sau dispărea complet după ocluzia prelungită a căii biliare de către o tumoare, calcul sau ca urmare a încetării complete a producției de bilă (hepatită virală severă, INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE de afectare toxică a ficatului etc ) În cazul icterului obstructiv, fecalele sunt incolore, stercobilina în fecale și urmele sale în urină apar numai în perioada de restabilire a fluxului de bilă prin tractul biliar în duoden Urobilinogenul (stercobilinogenul) nu este detectat în urină în primele trei luni de viață ale unui nou-născut sănătos care este alăptat, deoarece bilirubina nu este redusă la stercobilinogen în intestin din cauza absenței microflorei intestinale Cu fecalele, numai bilirubina este excretată, iar urina este colorată doar cu urozeină și uroeritrina Aceasta poate fi considerată norma până la vârsta de aproximativ trei luni copii Dar dacă microflora bacteriană normală a intestinului este suprimată în timpul tratamentului cu antibiotice și bilirubina biliară nu este restabilită la stercobilinogen, nici ea nu va fi detectată în urina unui astfel de pacient Aceasta este o disbacterioză severă Fecalele vor fi colorate maro auriu numai cu bilirubină În anemia hemolitică, urobilinogenuria (stercobilinogenurie) este un simptom important și pronunțat Bila în această perioadă se numește pleiocromă datorită concentrației mari de bilirubină În intestinul gros, dintr-o cantitate mare de bilirubină se formează o mulțime de stercobilinogen, iar fecalele devin maro închis la culoare Posibilitățile de utilizare a benzilor de diagnostic pentru determinarea urobilinogenilor în urină sunt date în tabel - Tabelul - Utilizarea benzilor de diagnostic pentru determinarea urobilinogenilor Analiza urinei Diagnostic diferenţial Monitorizare Efectuat în camera de urgență - "linia primului contact" a medicului cu pacientul Acesta este un test obligatoriu pentru anchetele în masă ale populației Hepatită Hepatită Icter obstructiv Icter hemolitic Boli hemolitice Disfuncție hepatică Intoxicatie chimica Ciroza hepatica CONȚINUT SANG (eritrocite, hemoglobină), mioglobină în urină Sângele din urină poate fi reprezentat de eritrocite (sindromul hematuriei) sau produsele lor de degradare (hemoglobinurie, hemosiderinurie) În plus, derivații de hemoglobină, cum ar fi hematoidina, methemoglobina și sulfhemoglobina pot fi prezenți în urină Urina este examinată pentru prezența globulelor roșii și a hemoglobinei în analiza macro și microscopică (citologică) Eritrocitele unice se găsesc în urina oamenilor sănătoși Atunci când se utilizează metode de cameră pentru a studia sedimentele de urină, s-a constatat că până la milion de eritrocite sunt secretate pe zi la oameni practic sănătoși (metoda Kakovsky-Addis) La examinarea urinei conform metodei Nechiporenko, se găsesc până la de eritrocite în ml de sediment de urină, ceea ce corespunde la eritrocite în camera Goryaev (sau eritrocit în μl de urină necentrifutată) Aceasta este norma pentru copii și adulți Dar, de obicei, atunci când se folosește urina necentrifutată în µl, nu este posibilă detectarea celulelor roșii din sânge, iar reacția urinei normale la sângele de pe benzile de testare este negativă Sindromul hematuriei Microhematurie Culoarea urinei nu este modificată, eritrocitele sunt detectate prin microscopia sedimentului prin metoda aproximativă ( eritrocit sau mai multe în câmpul vizual) În studiul prin metode de cameră, în ml de urină se găsesc mai mult de de eritrocite sau mai mult de de eritrocite pe zi Macrohematuria se manifestă printr-o culoare specifică a urinei Culoarea sa, în funcție de numărul de celule roșii din sânge, poate fi roz, roșcat, roșu, Urina poate avea culoarea "slops de carne" Limita dintre micro- și macrohematurie este prezența a aproximativ , ml de sânge în litru de urină (aproximativ de eritrocite în μl de urină necentrifugata) Culoarea urinei devine roșie atunci când ml de sânge intră într-un litru (mai mult de de eritrocite în µl de urină necentrifugata) Hematuria este împărțită în renală și extrarenală Hematurie renală (renală) Hematuria renală este împărțită în funcțională și organică Hematurie funcțională În copilăria timpurie, eritrocitele în sedimentul urinar sunt adesea găsite și în număr mare, ceea ce se explică prin eșecul filtrului renal, permeabilitatea sa crescută Acestea sunt microhematurie funcționale Rinichii unui sugar reacţionează la cea mai mică iritare: o lovitură, palpare neglijentă a regiunii lombare sau abdominale Cu hipotermie și supraîncălzire, microhematuria se găsește și la adulți Microhematuria funcțională este observată cu ortostatism și hiperlordoză în perioada pubertară a vieții unui copil ( ani și mai mult) Microhematuria se remarcă după încărcături sportive, în timpul plimbărilor lungi (hematurie de marș) și se asociază cu albuminurie hematurie organică În glomerulonefrita acută difuză, hematuria este simptomul principal Urina ciet "slops de carne" (hematurie brută) apare la debutul bolii Eritrocitele pătrund în urina primară prin peretele capilarelor glomerulare afectate de procesul inflamator, prin membrana bazală și podocite Cu glomerulonefrita focală, culoarea urinei nu este schimbată, iar eritrocitele unice sunt găsite în câmpul vizual numai în timpul examinării microscopice a sedimentului Pe măsură ce boala progresează, pacienții dezvoltă proteinurie și hipertensiune diastolică Cilindri și despicături ale epiteliului renal apar în sedimentul urinar În timpul perioadei de recuperare, celulele roșii din sânge dispar de obicei din sedimentul urinar mai repede decât se normalizează alte simptome ale bolii, cum ar fi proteinuria Dispariția hematuriei este considerată primul semn al recuperării viitoare Dacă, în timpul perioadei de recuperare, eritrocitele sunt detectate în timpul examinării microscopice a sedimentului urinar, acesta este un semn direct de glomerulită persistentă, simptomul este desemnat ca hematurie reziduală Glomerulonefrita și nefroza cronică sunt însoțite de hematurie moderată (microhematurie) Apariția hematuriei mai pronunțate cu nefroză indică adăugarea de inflamație a glomerulilor - glomerulonefrită La monitorizarea acestor pacienți, trebuie acordată o atenție deosebită modificărilor tensiunii arteriale și determinați periodic cantitatea de uree și creatinină din sânge și urină Insuficiența acută, colagenozele, tromboza venelor renale sunt însoțite de hematurie severă (hematurie grosieră) Hematuria congestivă se dezvoltă cu boli de inimă, infarct renal (venostază), din cauza tulburărilor circulatorii care conduc la insuficiență renală secundară Microhematuria congestivă dispare rapid atunci când starea inimii se îmbunătățește Hematuria în tuberculoza ftizisă se referă la microhematurie, care este foarte persistentă și durează mulți ani, combinată cu o reacție urinară acidă (pH = , - , ) Hematuria în infecții toxice (sepsis, gripă, scarlatina, mononucleoză infecțioasă, oreion, rubeolă, bronhopneumonie, amigdalita, dizenterie etc ) indică implicarea rinichilor în proces și servește ca semn precoce al complicațiilor, în special la copii Acesta este primul semn de nefrosonefrită Hematuria pe fondul utilizării medicamentelor care provoacă intoxicație individuală poate fi funcțională, temporară, INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE dacă după întreruperea acestor medicamente, simptomele dispar Unele medicamente au un efect nefrotoxic potențial (aminoglicozide, antibiotice, analgezice, ciclosporină, medicamente citotoxice, metanamină, sulfonamide) Utilizarea acestor medicamente poate duce la dezvoltarea nefritei interstițiale acute (neinfecțioase), iar utilizarea lor prelungită poate duce la dezvoltarea nefritei interstițiale cronice Un indicator al înfrângerii tubilor proximali în acest caz sunt microhematuria și proteinuria tubulară (aproximativ , g de proteine pe zi) Cu pielonefrită, o treime dintre pacienți au hematurie Pielonefrita pe motive clinice este diagnosticată la - % dintre femei și bărbați în vârstă Diagnostic valoroasă este detectarea leucocituriei și bacteriuriei la un pacient Tumorile fluxului se manifestă prin hematurie, mai des prin microhematurie Cu o tumoare la rinichi, hematuria dureroasă poate apărea cu mult înainte de a se pune un diagnostic definitiv De aceea, la detectarea hematuriei cu etiologie neclară, este necesar în primul rând excluderea procesului tumoral Cu defecte anatomice congenitale, picurare, boală polichistică de rinichi și diateză hemoragică, hematuria are caracter renal și extrarenal Hematurie postrenală (extrarenală) Apar cu inflamații, polipoză, neoplasm sau traumatisme ale tractului urinar, de obicei însoțite de piurie, leucociturie și bacteriurie Principalele boli din acest grup de hematurie sunt pielita și pielocistita Cu ele se combină hematuria cu leucociturie sau piurie și bacteriurie Hematuria postrenală se observă cu infarctul cu acid uric al rinichilor la un nou-născut, tumora Wilson, hidronefroză Pietrele din pâraie și vezica motov, conform diferitelor estimări, se găsesc la - % din populația adultă Cele mai frecvente pietre sunt oxalatul ( %), uratul ( %) și fosfatul ( %) Prezența pietrelor urinare este de obicei combinată cu un conținut crescut în urină de acid uric în stare cristalină sau dizolvată, precum și urat acid de amoniu, urati, oxalați sau fosfați Cu urolitiaza pe termen lung, hematuria este observată la aproximativ % dintre pacienți și este adesea combinată cu leucociturie, care este considerată un semn al unei infecții atașate Microhematuria este primul simptom al urolitiazelor, diagnosticat pe fondul durerii în regiunea lombară, este principalul simptom al urolitiazelor O tumoare a vezicii urinare mog este întotdeauna însoțită de hematurie Hematurie prerenală (extrarenală) Nu sunt asociate cu o leziune organică a parenchimului renal, complică coagulopatia congenitală și dobândită (trombocitopenie sau trombocitopatie, boala Werlhof, boala Osler-Randu, boala Shenlein-Genoch, boala Boole, anemie severă, hemofilie, leziuni hepatice severe) Diateza hemoragică însoțită de hematurie poate fi un efect secundar al terapiei anticoagulante O valoare diagnostică importantă este hematuria în boala Barlow (scurbut la copii - beriberi C) Cu sângerări severe ale gingiilor (simptomul principal al acestei boli), hematuria devine un simptom constant Uneori, hematuria apare cu - zile înainte de apariția altor semne ale bolii Cu forma ușoară de beriberi C, hematuria este considerată primul și singurul simptom al bolii Pentru diagnosticul diferențial al hematuriei renale cu postrenală (din tractul urinar), se poate folosi un test cu trei căni: predominanța sângelui în prima porțiune indică leziuni ale uretrei, în a doua - deteriorarea vezicii urinare, în al treilea - la hematurie renală Cu hematurie izolată unilaterală (examen instrumental - cistoscopie), se poate presupune cancer renal, tuberculoză renală, tromboză INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE vene renale Hematuria renală bilaterală (cistoscopia) poate sugera coagulopatie Se recomandă efectuarea unui studiu extins al sistemului de coagulare a sângelui Când hematuria este combinată cu febră și alte manifestări sistemice ale bolilor, este necesar să se efectueze un examen bacteriologic al urinei și sângelui, un test de sânge pentru celule LE și un factor antinucleolar Sângele poate pătrunde în urină din hemoragii la nivelul organelor genitale (metroragie la sugari, sângerări de la vulvă, vagin) În perioada neonatală, hematuria este cauzată de traumatisme în timpul nașterii, sepsis, infarct renal cu acid uric, boala hemolitică a nou-născutului și boli hemoragice Hemoglobinurie Hemoglobinuria rezultă din hemoliză intravasculară și hemoglobinemie În hemoliza intravasculară, hemoglobina apare în urină atunci când concentrația de hemoglobină liberă în plasma sanguină depășește µmol/l ( g/l), care este pragul hemoglobinei renale Hemoglobina apare în urină după ce capacitatea de legare a haptoglobinei a plasmei sanguine și reabsorbția tubulară în rinichi sunt saturate Pentru a confirma diagnosticul de hemoglobinurie, este necesar să se dovedească chimic prezența hemoglobinei în urină și examinarea microscopică a sedimentului pentru a confirma absența eritrocitelor în acesta Hemoglobinuria este împărțită în două mari grupe: primară (idiopatică) și secundară (simptomatică) Hemoglobinuria primară include: • frig, ale cărui atacuri sunt cauzate de hipotermie: • marş, sau sport; • în caz de boală Marchiafava-Mikeli sau hemoglobinurie paroxistică nocturnă; • latirism; • boala Winkel Hemoglobinuria secundară include: • transfuzie de sânge incompatibil; • otrăvire: ❖ sulfonamide; despre vopselele cu anilină; > arsina; ❖ hidrogen sulfurat; acid y-clorhidric; ❖ ciuperci; despre cloroform; stricnină; creșterea densității relative minime a urinei la , g/ml sau mai mult (hiperstenurie): ❖ fixarea densităţii relative a urinei la nivelul de , - , g/ml (izotenurie) Pentru a confirma rezultatele obținute, trebuie efectuate teste de stres pentru concentrarea și diluarea urinei Testul gravitației relative a urinei, combinat cu testele de concentrare și diluare, relevă o scădere a funcției renale O scădere a capacității de concentrare se observă în deficiența severă de potasiu, hipercalcemie, boli ale parenchimului renal, insuficiență renală acută și patologia ereditară a tubilor renali Urina, cea mai diluată ca urmare a scăderii capacității de concentrare a rinichilor, este caracteristică diabetului zaharat, diabetului insipid (cu lipsă de hormon antidiurtic), hiperaldosteronismului Densitatea relativă mare a unei porțiuni separate de urină în sine nu poate fi folosită pentru a diferenția norma de patologie Pe lângă gradul de concentrație în urină, este necesar să se cunoască și starea bilanțului de apă și/sau concentrația de sodiu din plasmă Rezultate bune privind densitatea relativă a urinei pot fi obținute cu o colectare atentă a informațiilor relevante Măsurarea gravitației relative a urinei oferă informații importante care sunt necesare atunci când se interpretează rezultatele altor studii În urina cu o densitate relativă mare, are loc inhibarea reacției care implică glucozooxidaza, care este utilizată pentru detectarea glucozei Urina cu o densitate relativă scăzută provoacă hemoliza eritrocitelor, umflarea și liza leucocitelor și a altor elemente celulare ale unui sediment organizat Densitatea relativă a urinei este determinată cu ajutorul urometrelor combinate, care sunt calibrate la , sau , °C La com- La o temperatură naturală ce depășește cea indicată pe urometru, volumul urinei crește, iar densitatea relativă scade Odată cu o scădere a temperaturii cu ° C, densitatea relativă se modifică și ar trebui redusă cu , g / ml, iar cu o creștere de ° C, densitatea relativă trebuie crescută cu , g / ml Examinarea sedimentului urinar Examinarea microscopică a sedimentului urinar este obligatorie la pacienţii cu profil urologic, nefrologic, cu afecţiuni suspectate ale sistemului urinar şi la pacienţii cu risc Complexul de analiză generală a urinei include un studiu morfologic al elementelor formate și cristaline ale sedimentului, care se efectuează în mod necesar la pacienții cu un rezultat pozitiv al oricăruia dintre indicatorii benzilor de testare, precum și la pacienții cu boli ale rinichi, tractul urinar și alte boli somatice Studiul sedimentului urinar se realizează prin metode aproximative și cantitative METODA INDICATIVA DE STUDIAREA SEDIMENTULUI URINAR Metoda de orientare vă permite să identificați semnele bolii în urină Metodele cantitative au ca scop evaluarea severității modificărilor patologice, ele sunt efectuate în porțiunea de urină dimineața (cea mai concentrată) Obținerea unui sediment de urină și prepararea unui medicament nativ După agitare, se toarnă - ml de urină într-un tub de centrifugă, se centrifughează la o viteză de - rpm timp de - minute Urina supernatantă este drenată printr-o mișcare rapidă (tubul este răsturnat), iar precipitatul este agitat cu urina rămasă cu o pipetă Pasteur O picătură de sediment folosind aceeași pipetă este plasată pe o lamă de sticlă și acoperită cu o lamă Acesta este un medicament nativ Conținutul de elemente formate (eritrocite, leucocite) este numărat în mai multe câmpuri vizuale la mărire mare a microscopului Răspunsul este dat de numărul de celule din câmpul vizual (de exemplu, - , iar dacă sunt puține celule - - în câmpul vizual sau celulele individuale nu în fiecare câmp vizual) Dacă există multe elemente celulare și nu este posibil să le numărăm în câmpul vizual, pe formular se notează că leucocitele (eritrocitele) acoperă dens întregul câmp vizual Cu un conținut scăzut de elemente de formă precum cilindrii, studiul se efectuează la o mărire scăzută a microscopului și este indicat numărul lor în preparat (de exemplu, cilindri în preparat) Dacă sunt mulți cilindri, numărul lor este notat în câmpul vizual, adică la o mărire mare a microscopului Pentru numărul de elemente, cum ar fi celulele epiteliale (epiteliul stratificat stratificat, tranzițional, renal) și cristalele, se obișnuiește să se acorde o evaluare "mare", "moderată", "mică" sau "nesemnificativă", în timp ce se utilizează o mărire scăzută a microscopul METODE CANTITATIVE DE STUDIARE A SEDIMENTULUI URINAR Acestea sunt metodele lui Kakovsky-Addis și Nechiporenko Principiul metodelor este de a număra numărul de elemente formate de urină (eritrocite, leucocite și cilindri) în camerele de numărare Metodele cantitative sunt utilizate pentru a diagnostica procesele inflamatorii latente și pentru a monitoriza eficacitatea cursului tratamentului la pacienții cu boli ale rinichilor și/sau ale tractului urinar Metoda Kakovsky-Addis constă în determinarea numărului de eritrocite, leucocite și cilindri excretați în urină în timpul zilei INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Pacientul în timpul zilei limitează aportul de lichide, notează ora ultimei urinări de seară (Q, iar a doua zi dimineață, de preferință după - ore, după o toaletă amănunțită, colectează întreaga porție de urină de dimineață într-un vas curat și uscat și notează timpul acestei urinări (t ), Toată porțiunea de dimineață de urină este livrată la laborator Numărul de elemente formate conform Kakovsky-Addis pentru urina normală: • eritrocite - până la pe secundă; tki; • leucocite - până la pe zi; • cilindri - până la pe zi Norma este aceeași pentru adulți și copii Această metodă cantitativă este indicată să se prescrie pentru studiul urinei pacienților care urmează un tratament într-un spital Metoda Nechiporenko - determinarea numărului de elemente formate (eritrocite, leucocite și cilindri) în ml de urină Examinați o singură porțiune, de preferință medie, de urină Leucocitele, eritrocitele și cilindrii sunt numărate separat Obțineți numărul de elemente modelate în µl de material Numărul normal de elemente de formă conform metodei Nechiporenko: • eritrocite - în ml sediment cu urină; • leucocite - în ml sediment cu urină; • cilindri - în ml sediment cu urină Norma este aceeași pentru adulți și copii ELEMENTE ALE SEDIMENTULUI URINAR Eritrocitele și produsele lor de degradare Eritrocitele din sedimentul urinar sunt neschimbate, modificate Uneori se găsesc produsele lor de degradare, în special hemosiderina și hematoidina Eritrocitele nealterate sunt celule nenucleate sub formă de discuri cu o depresiune centrală Se găsesc în urina ușor acidă (pH = , ), neutră (pH = , ) sau ușor alcalină (pH = , ) Eritrocitele nealterate sunt caracteristice hematuriei extrarenale, cel mai adesea aspectul lor este rezultatul urolitiazelor Eritrocitele alterate nu conțin hemoglobină, sunt incolore, sunt prezentate sub formă de inele cu unul sau două circuite, se găsesc în timpul șederii prelungite în urina puternic acidă la pH = , - , RBC care au trecut printr-un filtru renal inflamator (RBC dismorfe) indică de obicei hematurie renală Eritrocitele alterate includ eritrocitele zbârcite cu margini zimțate, zimțate Se găsesc în urina concentrată cu o densitate relativă mare ( , - , g/ml) Eritrocitele, puternic crescute în dimensiune, se observă în urină cu pH = - și densitate relativă scăzută ( , - , g/ml) Eritrocitele, lipsite de hemoglobină, se formează în timpul șederii prelungite în urina puternic acidă la pH = , - , Aceste eritrocite sunt notate în aceeași coloană a formei urinare, dar nu au valoare diagnostică Hemosiderina se formează din hemoglobina eritrocitară în celulele cu funcție macrofagică Examinarea microscopică a sedimentului urinar din celulele epiteliului renal evidențiază cristale amorfe galben-maronii Pentru a confirma hemosiderinuria, se efectuează o reacție cu albastrul prusac, în timpul căreia celulele galben-maronii ale epiteliului renal care conțin cristale de hemosiderin devin albastre și albastre, adică oxizii galbeni de fier devin albastri Hemosiderina în urină se găsește în boala Marchiafava-Micheli (hemoglobinurie paroxistică nocturnă), anemie hemolitică cronică, STUDII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE hemocromatoză, anemie Cooley, eritroblastoze fetale În aceste boli, hemosiderinuria este combinată cu hemoglobinuria Hematoidina se formează prin descompunerea hemoglobinei fără oxigen în hematoamele situate adânc în țesuturi Cristalele de hematoidină sunt galben auriu sau galben-portocaliu, romburi ușor alungite și/sau ace mai degrabă lungi Hematoidina nu conține fier, se dizolvă în alcali și se decolorează cu peroxid de hidrogen Se găsește în sedimentul urinar la deschiderea hematoamelor renale vechi, stază de sânge la pacienții cu pielită calculoasă, cu abces renal, cancer de vezică și rinichi Leucocite Leucocitele sunt celule incolore de formă rotundă, de , - ori mai multe decât un eritrocit nemodificat Urina conține de obicei neutrofile La pH - , - , și o densitate relativă de , - , g / ml, acestea sunt celule rotunde cu granulație fină cenușie, de , ori mai mari decât un eritrocit în diametru La o densitate relativă scăzută ( , - , g/ml) și urina alcalină sau puternic alcalină (pH = , - , ), neutrofilele cresc în dimensiune, se umflă, nucleele segmentate și uneori nucleele browniene sunt clar vizibile în citoplasmă la o mărire mare a microscop miscarea granulelor neutrofile Cu expunerea prelungită la bacterii care conțin urină, neutrofilele sunt distruse Eozinofilele au aceeași dimensiune ca neutrofilele, dar diferă de ele prin conținutul din citoplasmă al granularității caracteristice de aceeași dimensiune, formă sferică, culoare gălbuie-verzuie, lumină puternic refractă Limfocitele se găsesc în urină numai în preparate colorate cu azur-eozină Macrofagele pot fi găsite în sedimentul urinar și chiar în preparatul nativ la pacienții care suferă de inflamație pe termen lung a tractului urinar Acestea sunt celule colorate cu pigmenți urinari cu incluziuni grosiere care refractează puternic lumina În sedimentul urinar al pacienților cu un proces mieloproliferativ cronic complicat de inflamația tractului urinar (leucociturie), se găsesc toate formele de maturare a granulocitelor - de la o celulă blastică la un neutrofil segmentat matur În sedimentul urinar al pacienților cu boli limfoproliferative cronice, leucocitele sunt reprezentate doar de limfocite de diferite grade de maturitate Sedimentul urinar al pacienților cu leucemie acută este reprezentat de celule blastice În mod normal, µl de sediment de urină nu conține mai mult de de leucocite (neutrofile), care, conform metodei Nechiporenko, reprezintă de leucocite per ml de urină Într-un studiu aproximativ al sedimentului porțiunii de dimineață a urinei, acest număr de leucocite corespunde cu - la bărbați, - leucocite la femei în câmpurile vizuale ale microscopului la o mărire de de ori cilindrii Cilindri - formațiuni de origine proteică sau celulară de formă cilindrică, de diferite dimensiuni, se găsesc în sedimentul urinar cu patologii ale sistemului urinar În urina acidă persistă mult timp, în urina alcalină sunt distruse rapid Cilindrii se dizolvă la concentrații mari de uropepsină în urină Există cilindri hialini, granulați, cerosi, pigmentați, epiteliali, eritrocitari, leucocitari și grași, precum și cilindri hialini cu o suprapunere de eritrocite, leucocite, celule epiteliale renale sau mase granulare amorfe (cristale amorfe de proteine, mase de fosfați sau fosfați) cu proteinurie severă sau mase granulare formate în timpul descompunerii elementelor celulare) INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Gipsurile proteice se formează în lumenul părții contorte, cea mai îngustă a tubului distal, într-un mediu acid (pH = , - , ) în prezența albuminei, proteina Tamm-Horsfall, în urină imunoglobuline Proteina Tamm-Horsfall este o glicoproteină (uromucoid, mucoproteină) secretată de celulele epiteliului renal al genunchiului larg ascendent al ansei lui Henle și segmentul inițial al tubului contort distal al nefronului Se crede că această proteină este implicată în absorbția apei și a sărurilor Odată cu creșterea concentrației sale, combinată cu creșterea nivelului de electroliți și ioni de hidrogen în urina primară, are loc agregarea proteinelor și se formează un gel, care servește ca bază pentru formarea cilindrilor hialini Elementele celulare (eritrocite, leucocite și epiteliu renal) sunt captate (cufundate în gel) și se formează cilindri proteici Acest proces are loc de obicei în partea cea mai îngustă a nefronului - în lumenul părții contorte a tubului distal Conținutul de proteină Tamm-Horsfall în gipsurile hialine normale este de de ori mai mare decât cel al albuminei Albumina din cilindrii hialini normali nu este mai mare de % din masa sa totală Formarea cilindrilor patologici este facilitată de scăderea fluxului sanguin renal, creșterea conținutului de proteine plasmatice, electroliți, H + în urina primară, intoxicație, prezența acizilor biliari, deteriorarea celulelor epiteliale renale, spasm sau dilatare a tubilor Cilindrii hialini au structură translucidă, delicată, omogenă, cu capete rotunjite, forme diferite (scurte sau lungi, late sau înguste, răsucite), slab vizibile la iluminarea puternică a preparatului În urina unei persoane sănătoase și a unui copil, gipsurile hialine pot fi detectate numai atunci când sunt examinate într-o cameră În studiul urinei conform metodei Nechiporenko, ml de urină conține în mod normal până la de cilindri hialini, iar conform metodei Kakovsky-Addis, până la de cilindri sunt excretați pe zi Gipsurile hialine se găsesc în mod constant în urină în toate bolile organice de rinichi, numărul lor nu este legat de severitatea procesului Pe suprafața lor se pot depune cristale, leucocite, eritrocite, epiteliu renal, mase de proteine granulare, bacterii Cu glomerulonefrita hemoragică, cilindrii devin maronii, cu hepatită infecțioasă, bilirubina îi colorează cu galben strălucitor, galben verzui sau verde (rezultatul oxidării bilirubinei galbene în biliverdină verde) Cilindri granulari - structură opac, fin sau cu granulație grosieră, gălbui, galben sau aproape incolor Gipsurile cu granulație grosieră se formează în timpul descompunerii celulelor epiteliale renale, iar gipsurile cu granulație fină se formează în timpul descompunerii neutrofilelor sau coagulării proteinelor în cazul unei modificări a condițiilor fizico-chimice din tubuli Se gasesc in glomerulonefrita, pielonefrita, tuberculoza, cancerul renal, nefropatia diabetica, scarlatina, lupusul eritematos sistemic, osteomielita etc In hepatita infectioasa, cilindrii sunt colorati in galben cu bilirubina sau in verde cu biliverdina Gipsurile cerate au contururi bine definite, impresii asemănătoare golfului, capete rupte, crăpături de-a lungul cursului cilindrului, sunt aproape întotdeauna colorate mai mult sau mai puțin intens galben, dar rămân incolore în urina incoloră Ele sunt formate în principal din hialin și granulare și, de asemenea, probabil, din cilindri celulari în timpul șederii îndelungate în tubuli Astfel de cilindri se mai numesc și stagnanți Cilindrii largi stagnanți formați în canalele colectoare ale nefronilor sunt numiți terminali Apariția cilindrilor stagnanți în urină indică leziuni severe ale rinichilor Cilindrii de pigment au o structură granulară sau omogenă și sunt colorați galben-brun sau maro, formați în timpul coagulării hemoglobinei sau mioglobinei, situate pe fundalul maselor pigmentare granulare INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Gipsurile epiteliale constau din celule ale epiteliului renal, sunt întotdeauna colorate mai mult sau mai puțin intens cu pigmenți urinari și sunt situate pe fondul acestor celule Se găsesc în urină cu insuficiență renală acută, necroză tubulară, glomerulonefrită acută și cronică Cilindrii grasi se formeaza din picaturi de grasime (lipoide) in tubii renali cu degenerarea grasa a celulelor epiteliale renale, situate pe fondul epiteliului renal gras În aceste preparate se găsesc uneori cristale de colesterol și ace de acizi grași Cilindrii grasi se gasesc in glomerulonefritele cronice, pielonefritele complicate cu sindrom nefrotic, in nefroza lipoida si lipoido-amiloida si nefropatia diabetica Cilindrii de leucocite sunt de culoare gri, sunt formați din leucocite și sunt localizați pe fundal Format în lumenul tubulilor în pielonefrita acută, exacerbarea pielonefritei cronice, abces renal Cilindrii eritrocitari - de culoare galben-roz și maro-roșcat, se formează în tubii cu hematurie renală (hemoragie în parenchimul renal în timpul infarctului renal, embolism, glomerulonefrită acută difuză), constau dintr-o masă de globule roșii și sunt localizați pe fondul lor Formațiunile cilindrice de săruri amorfe (cilindri falși sau de sare) se dizolvă atunci când preparatul nativ este încălzit, precum și atunci când la preparat se adaugă o picătură de % alcali (cilindri de urat) sau % acid acetic (cilindri de fosfat amorf) Turnurile de sare sunt formate din cristale de oxalat de calciu, acid uric, urat acid de amoniu și altele, ca urmare a cristalizării lor pe o anumită bază (de obicei organică), de exemplu, pe un fir de mucus Mucusul este produs de epiteliul tractului urinar și este întotdeauna prezent în cantități mici în sedimentul urinar Uneori, există formațiuni de mucus sub formă de cilindroizi, care diferă de cilindri în formă de panglică și gravitație longitudinală Epiteliu Există patru tipuri principale de epiteliu în sedimentul urinar: stratificat scuamos keratinizat, stratificat scuamos nekeratinizat, tranzițional și în urina masculină, de asemenea, cilindric Epiteliu stratificat stratificat cheratinizat - celule localizate superficial ale organelor genitale externe, în sedimentul urinar sunt de obicei incolore, poligonale sau rotunjite, de - ori mai mari decât leucocitele în diametru, cu nuclei mici localizați central, citoplasmă densă omogenă Celulele epiteliale scuamoase stratificate sunt spălate din tractul urinar cu urină Detectarea celulelor epiteliului scuamos stratificat în preparatele urinare nu are valoare diagnostică Epiteliul stratificat scuamos nekeratinizat căptușește uretra și vaginul distal masculin și feminin Acest epiteliu este caracteristic suprafețelor umede unde nu este necesară nicio funcție de aspirație Celulele au o formă rotunjită, diametrul lor este de - ori mai mare decât diametrul unui eritrocit, incolor, cu o citoplasmă omogenă sau moale-granulară Pe fundalul citoplasmei, este vizibil un nucleu mic, care ocupă o parte mai mică a celulei În urina obținută în timpul cistoscopiei poate exista un epiteliu asemănător cu celulele stratului de suprafață al epiteliului stratificat stratificat cheratinizat stratificat, acestea sunt celule ale epiteliului de tranziție în stare de metaplazie scuamoasă, care este confirmată prin detectarea celulelor care conțin - sau mai multe nuclee Epiteliul de tranziție căptușește pelvisul renal, ureterele, vezica urinară, canalele majore ale prostatei și urinarea superioară INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE canalul corpului Acesta este un epiteliu stratificat Combină trăsăturile morfologice ale epiteliului stratificat scuamos și columnar Stratul bazal al acestui tesut este reprezentat de celule cilindrice Celulele respinse ale epiteliului de tranziție sunt polimorfe ca dimensiune (de - ori mai multe decât leucocitele) și ca formă (poligonale, rotunjite, cilindrice), citoplasma lor este de obicei într-o stare de distrofie - mai des proteine cu granulație grosieră, vacuolară, mai rar gras În celulele stratului de suprafață se pot găsi - nuclee Celulele singulare ale epiteliului de tranziție pot fi găsite în sedimentul urinar al oamenilor sănătoși Un număr mare de epiteliu de tranziție se găsește în timpul intoxicației, în urina pacienților febrili, după operații, cu intoleranță la anestezie, medicamente, icter de diverse etiologii, precum și nefrolitiază la momentul trecerii pietrelor, cistita cronică, polipoză și vezică urinară cancer în combinație cu celule și complexe de celule neoplasm maligne Epiteliu renal (tubular) - celule de formă neregulată, rotundă, unghiulară, patruunghiulară, de , - ori mai multe leucocite, colorate cu pigmenți urinari în galben pal și bilirubină - în galben Citoplasma celulelor se află într-o stare de proteine cu granulație fină sau degenerare grasă, este posibilă degenerarea vacuolară a citoplasmei În urina persoanelor sănătoase (copii și adulți), celulele epiteliale renale nu se găsesc Cu leziuni degenerative ale tubilor, celulele epiteliale renale pot fi localizate în preparate native și colorate cu azur-eozină separat, în straturi sau grupe, uneori suprapuse pe ghipsuri hialine, iar cu rejecție crescută formează ghipsele epiteliale În stadiul oliguric al insuficienței renale acute, celulele epiteliale renale sunt într-o stare de proliferare pronunțată, cresc în dimensiune (de - ori mai mult decât leucocitele), se suprapun cilindrii hialini și formează un contur ajurat în jurul lor, situat în preparate din formă de structuri glandulare Celulele epiteliului renal în stare de degenerare grasă au o formă rotundă sau ovală, pot crește dramatic în dimensiune - de - ori în comparație cu diametrul unei celule normale a epiteliului renal Epiteliul renal se găsește în urina pacienților cu formă nefrotică de glomerulonefrită cronică, precum și nefroză lipoid, lipoid-amiloid CARACTERISTICI DE CERCETARE Reguli pentru colectarea materialului Pregatirea pacientului pentru analiza coprologica (examen macroscopic, chimic si microscopic) consta in consumul de alimente cu continut limitat de proteine, grasimi si glucide in timpul in care are - evacuari intestinale Aceste cerințe sunt îndeplinite de dieta Pevsner Dieta Pevzner se bazează pe principiul încărcăturii nutriționale maxime pentru o persoană sănătoasă Aceasta este dieta obișnuită a oamenilor sănătoși, care include zilnic hrișcă și terci de orez, g pâine albă și neagră g carne prajita, g unt, g zahar, cartofi prajiti, salata verde, varza murata; compot de fructe uscate și mere proaspete Conținutul caloric ajunge la kcal După utilizarea sa la oameni sănătoși, examinarea microscopică a fecalelor dezvăluie doar fibre musculare rare, modificate Această dietă vă permite să identificați chiar și un mic grad de patologie a capacității enzimatice și de evacuare a tractului digestiv și malabsorbția la nivelul intestinului subțire INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Dieta lui Schmidt este crudă, curativă Include zilnic - , litri de lapte, - ouă fierte moi, g de carne tocată ușor prăjită, - g de piure de cartofi, bulion moale ( g de fulgi de ovăz), g de pâine albă sau biscuiți, g de unt Conținut total de calorii - până la kcal După utilizarea sa, cu digestie normală, nu se găsesc resturi alimentare în fecale Dieta Schmidt în caz de patologie a tractului digestiv în - zile are un efect terapeutic, iar o analiză scatologică efectuată pe fondul acestei diete poate să nu dezvăluie patologia așteptată Atunci când se pregătește un pacient pentru un examen fecal pentru sângerare ocultă, peștele, carnea, toate tipurile de legume verzi, roșiile și ouăle de primăvară (cu un germen) sunt excluse din dietă Medicamentele-catalizatori (hemoglobină, clorofilă, fier) trebuie întrerupte, deoarece, ca urmare a acțiunii lor, analiza se poate dovedi a fi fals pozitivă Fecalele sunt colectate după defecarea spontană a pacientului într-un vas special conceput Nu puteți trimite materialul pentru cercetare după o clismă, luând medicamente care afectează peristaltismul (medicamente cu belladona, pilocarpină etc ), după ce luați ulei de semințe de ricin (ulei de ricin *) sau parafină lichidă (ulei de vaselină *), introducerea de supozitoare, medicamente care afectează pentru culoarea fecalelor (care conțin fier, bismut, sulfat de bariu), nu este posibil să se ia fecale din scutece pentru analiză Fecalele nu trebuie să conțină urină Recipientul cu fecale trebuie livrat la CDL imediat după defecare sau nu mai târziu de - ore după defecare, cu condiția ca acesta să fie păstrat la frigider la o temperatură de - °C În laborator, fecalele sunt supuse examinărilor macroscopice, chimice și microscopice Examinarea chimică a fecalelor cu ajutorul benzilor de test de diagnostic Un studiu chimic al fecalelor constă în determinarea pH-ului și a unui număr de alți indicatori, care ajută la identificarea sângerării ascunse sau a unui proces inflamator, obstrucție a tractului biliar În aceste scopuri, se folosesc benzi de diagnostic, care determină nivelul pH-ului fecalelor, precum și proteinele, sângele, stercobilina, bilirubina și leucocitelor Pentru analiza chimică folosind benzi reactive și pentru examinarea microscopică ulterioară, trebuie preparată o emulsie fecală Prepararea emulsiei fecale O cantitate mică de fecale (de mărimea unei alune) este plasată într-un tub de centrifugă Adăugând treptat apă distilată sau ser fiziologic, măcinați substratul cu o baghetă de sticlă până la consistența unui sirop gros (diluție / - / , în funcție de natura fecalelor) Reguli pentru lucrul cu benzi reactive Amestecați bine emulsia fecală Folosiți o tijă de sticlă pentru a aplica emulsia în colțul câmpului reactiv al benzii Este imposibil să ungeți întregul câmp de reactiv cu materialul Porniți imediat cronometrul Observați schimbarea sau aspectul culorii câmpului de reactiv lângă o picătură de emulsie fecală După timpul specificat în instrucțiunile de testare, comparați culoarea zonei de reactiv cu scala de pe eticheta recipientului f LSH INVESTIGAȚII CHIMICE ȘI MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE DETERMINAREA pH-ului În mod normal, la persoanele sănătoase care urmează o dietă mixtă, reacția fecalelor este neutră sau ușor alcalină (pH = , - , ), datorită deșeurilor microflorei bacteriene normale a colonului O reacție acidă (pH = , - , ) poate fi asociată cu prezența acizilor grași (cu evacuare accelerată a chimului despicat, precum și în caz de malabsorbție în procesul inflamator din intestinul subțire) O reacție puternic acidă (pH = , - , ) este caracteristică proceselor de fermentație intensificate în colon (dispepsie fermentativă: disbioză fermentativă, disbacterioză, colită) Când o cantitate mare de carbohidrați nedigerați intră în colon, crește proliferarea microflorei fermentative normale și apoi patologice Procesele de fermentație îmbunătățite duc la formarea de dioxid de carbon și acizi organici, determinând macerarea și exudarea mucoasei colonului, rezultând colită fermentativă Se observă o reacție alcalină (pH = , - , ) cu degradarea crescută a reziduurilor alimentare proteice nedigerate în stomac și/sau în intestinul subțire, precum și cu enterita, când exudatul inflamator intră în intestinul gros O schimbare a pH-ului către partea alcalină duce la activarea microflorei putrefactive și la formarea amoniacului și a altor componente putrefactive în colon, care irită membrana mucoasă, provocând macerare, apoi exsudație și colită putrefactivă, în care pH-ul fecalele sunt de obicei puternic alcaline și variază de la , până la , DETERMINAREA PROTEINEI ÎN CALIZĂ Nu există proteine în fecalele unei persoane sănătoase O reacție pozitivă pentru proteine indică prezența exudatului inflamator, mucusului, proteinelor alimentare nedigerate sau sângerării Proteinele din fecale se găsesc în leziuni: • stomac (gastrită, ulcer, cancer); • ulcer duodenal (duodenită, ulcer, cancer al papilei duodenale majore); • intestinul subtire (enterita, boala celiaca etc ); • colon (colită fermentativă, putrefactivă, ulceroasă, alergică, polipoză, cancer, disbacterioză, creșterea funcției secretorii a colonului); • rect (hemoroizi, fisuri, proctite, cancer) DETECȚIA SÂNGELE ÎN FECALĂ O reacție pozitivă la sânge (hemoglobină) indică sângerare din orice parte a tractului digestiv (gingii, vene varicoase ale esofagului, stomacului, intestinelor), care se întâmplă atunci când membrana mucoasă este deteriorată de un proces ulcerativ, inflamator sau un neoplasm malign Sângele din fecale se găsește adesea în diateza hemoragică, ulcere, polipoză, hemoroizi Cu ajutorul benzilor de testare de diagnostic, este detectat și așa-numitul sânge ocult, care nu este detectat în timpul examinării macroscopice Zona de diagnosticare pentru sânge este foarte sensibilă, dă adesea rezultate pozitive, așa că trebuie respectate următoarele instrucțiuni • Aplicați o emulsie fecală în colțul zonei de diagnosticare corespunzătoare • Dacă culoarea zonei de diagnostic se dezvoltă treptat peste s sau mai mult sau rămâne o culoare palid fistic, nu există sângerare în sistemul digestiv INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE • Dacă zona de diagnosticare de la picătura de emulsie fecală a devenit imediat verde închis, aceasta permite suspectarea sângerării latente și necesită o analiză imunocromatografică a fecalelor Testele imuiocromatografice pot detecta doar hemoglobina umană în fecale și nu reacţionează la substanţe reducătoare precum clorofila, produsele de degradare a sângelui animal (carne, peşte şi alte produse) şi medicamentele care conţin fier Dispunând de o specificitate și sensibilitate ridicată la hemoglobina umană, astfel de teste rapide permit efectuarea de studii fără pregătirea prealabilă a pacientului (este imposibil în cazuri de urgență) în cazul suspiciunii de sângerare din tractul digestiv Atunci când utilizați benzi de testare, trebuie acordată o atenție deosebită ratei de apariție a culorii O culoare verde închis care apare rapid (imediat sau în decurs de - s) indică prezența eritrocitelor sau a hemoglobinei Apariția culorii după - secunde sau mai mult se observă cu o cantitate mare de substanțe reducătoare sau fibre musculare (aliment proteic nedigerat), ceea ce este de obicei confirmat prin examinarea microscopică a fecalelor Combinația dintre o reacție pozitivă pentru proteine și leucocite cu o reacție rapidă pozitivă pentru sânge (hemoglobină) confirmă boala membranei mucoase a tractului digestiv Dacă pacientul nu are sângerare și s-a pregătit cu atenție și nu au fost găsite fibre musculare în timpul examinării microscopice, zona de diagnosticare a sângelui fie nu se pătează, fie capătă o culoare palidă, ușor verzuie DETERMINAREA UROBILINOGENULUI (STERCOBILINOGENULUI) CALEI Stercobilinogenul și urobilinogenul sunt produse finale ale catabolismului bilirubinei în intestin Este foarte dificil să distingem analitic între urobilinogen și stercobilinogen Urobilinogenul (i-urobilinogenul) este absorbit în duoden și intestinul subțire și oxidat în dipiroli în celulele hepatice Stercobilinogenul se formează din bilirubina biliară în intestinul gros ca urmare a activității vitale a microflorei bacteriene normale În colonul distal, este oxidat la stercobilină Stercobilinogenul este incolor, iar produsul său de oxidare, stercobilina, pătează fecalele unei persoane sănătoase în diferite nuanțe de maro De la la mg de stercobilinogen și stercobilină sunt excretate pe zi cu fecale Cu obstrucția completă a căilor biliare, stercobilina și stercobilinogenul sunt absente în fecale Scaunul devine incolor În pancreatita acută, numai stercobilinogenul este excretat în fecale, fecalele sunt de culoare gri deschis Stratul de suprafață al maselor fecale din vitrc capătă o culoare maro închis ca urmare a oxidării stercobilinogenului de către oxigenul atmosferic în stercobilină Cu disbacterioza latentă, conținutul de stercobilinogen este redus și bilirubina este detectată, deoarece microflora bacteriană patologică a colonului nu poate restabili toată bilirubina la stercobilinogen În cazul anemiei hemolitice, conținutul de stercobilină în fecale crește, dar această creștere poate fi diagnosticată doar printr-o metodă cantitativă DETERMINAREA BILIRUBINEI ÎN FECELE În mod normal, bilirubina se găsește în meconiu și fecale ale unui copil alăptat până la vârsta de aproximativ trei luni În acest moment, în tractul digestiv apare o microfloră bacteriană normală, care restabilește parțial bilirubina în stercobilinogen Pe sau INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE o lună de viață, bilirubina este aproape complet oxidată de microflora intestinală la stercobilinogen și stercobilină La un copil sănătos la - luni, cantitatea de bilirubină din fecale este atât de mică încât nu este determinată de zona de testare, iar la luni doar stercobilinogenul și stercobilina sunt prezente în fecalele copilului Detectarea bilirubinei în fecale indică patologie: evacuarea rapidă a alimentelor din intestine, disbacterioză severă (absența microflorei bacteriene normale în colon, suprimarea microflorei intestinale normale cu utilizarea prelungită a antibioticelor și sulfonamidelor) Combinația de stercobilină cu bilirubină poate indica apariția microflorei patologice în colon și deplasarea microflorei normale de către aceasta (disbacterioză ascunsă, lentă), precum și evacuarea rapidă a chimului din intestin DETERMINAREA LEUCOCITELOR ÎN FECELE Fecalele unui adult sănătos și ale unui copil nu conțin leucocite (neutrofile) O cantitate mică de neutrofile este prezentă în mucusul secretat de intestinele sugarilor (reacție slab pozitivă pentru proteine combinată cu o reacție slab pozitivă pentru leucocite) Cu leziuni inflamatorii ale membranei mucoase a rectului și distal; secțiuni ale colonului pe fundalul mucusului și cu diaree - cu o mărire optică de de ori, elementele celulare caracteristice inflamației sunt clar vizibile în exudat Când se utilizează sistemul de imersie (mări de sau de ori), neutrofilele, eozinofilele și celulele epiteliale columnare pot fi diagnosticate clar Pentru a face acest lucru, uleiul de imersie este aplicat pe un pahar de acoperire cu un preparat nativ, iar microscopul este transferat pe un obiectiv de imersie Cu toate acestea, cu inflamarea membranei mucoase a secțiunilor superioare ale intestinului gros, precum și a intestinului subțire și duodenal, examenul microscopic nu evidențiază nici mucus, nici elemente celulare în emulsia fecală Banda de testare a celulelor albe din sânge și testul pentru proteine pot diagnostica inflamația intestinului subțire, a colonului și a rectului, chiar dacă nu se găsesc globule albe în mucus la microscopie Examinarea macroscopică a fecalelor CANTITATE O persoană sănătoasă excretă - g de fecale în de ore Predominanța alimentelor proteice în dietă este însoțită de o scădere, vegetală - o creștere a numărului acestora Cantitatea de fecale scade brusc odată cu constipația, colita spastică Dimpotrivă, o creștere a numărului lor este tipică pentru leziunile pancreasului (până la kg / zi sau mai mult), și apare și cu o digestie insuficientă în intestinul gros (dispepsie fermentativă și putrefactivă, procese inflamatorii), cu colită însoțită prin diaree, ulceratie, evacuare accelerata a chimului din intestin CONSISTENȚĂ, FORMA Consistența fecalelor depinde de conținutul de apă, fibre vegetale, mucus și grăsime din ele Conținutul de apă este în mod normal de - % și depinde de timpul de rezidență al scaunului în colonul distal, unde este absorbit lichidul În cazul constipației, conținutul de apă este redus la - %, iar diareea crește la - % Cu afectarea epiteliului colonului, hipersecreția de mucus de către celulele colonului și rectului, exudatul inflamator, apa neabsorbită conferă fecalelor o consistență lichidă, apoasă În prezența unei cantități mari de grăsime nemodificată sau digerată, scaunul devine INVESTIGAȚII CHIMICE ȘI MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE unguent sau pastos, și cu un conținut ridicat de fibre digerabile - moale, mucoase Fecalele dense, formate, sunt excretate în mod normal la oamenii sănătoși, precum și în caz de insuficiență a digestiei gastrice prin tipul de achilie, aclorhidrie, hiper și hipoclorhidrie și cu evacuarea accelerată a alimentelor din stomac Caracterul de unguent al fecalelor este dobândit prin încălcarea secreției pancreasului (pancreatită acută, necroză pancreatică, fibroză chistică) Fecalele lichide, apoase sunt caracteristice digestiei insuficiente în intestinul subțire cu enterită, evacuare accelerată, acolie (sindrom de malabsorbție în intestinul subțire) Același caracter al fecalelor se poate observa și în leziunile colonului (colită cu ulcerație, colită putrefactivă) - în principal ca urmare a malabsorbției apei în colonul distal Mărirea funcției secretoare a mucoasei colonului duce la diaree falsă Natura mucioasă a fecalelor dobândește cu dispepsie fermentativă, colită, enterocolită cronică și evacuare accelerată a conținutului colonului Fecalele spumoase apar cu colita fermentativa, disbioza si disbacterioza Fecalele formate sfărâmicioase și incolore sunt caracteristice acoliei Bucăți mari, fecale dense sunt excretate o dată la câteva zile cu constipație Fecalele "Ovegia" sub formă de mici fragmente rotunjite se formează cu colită spastică O formă de fecale sub formă de panglică, în formă de creion, este dobândită dacă pacientul are hemoroizi, spasm al sfincterului rectal, fisuri anale, tumori ale rectului CULOARE Culoarea fecalelor normale este maro, din cauza stercobilinei La lactate, culoarea fecalelor este mai putin intensa, galbena, in cazul predominantei unei diete cu carne, este maro inchis Culoarea fecalelor este afectată de pigmenții din alimentele vegetale, medicamentele Culoarea fecalelor se modifică odată cu procesele patologice din sistemul digestiv Culoarea neagră sau gudronată a fecalelor este dobândită prin sângerare din stomac, duoden și intestinul subțire Culoarea maro închis se observă cu insuficiență a digestiei gastrice, dispepsie putrefactivă, colită cu constipație, ulcerație, cu funcție secretorie crescută a colonului, constipație Această colorare se datorează stercobilinei și conținutului slab de stercobilinogen incolor Culoarea maro deschis a fecalelor dobândește cu evacuarea accelerată a conținutului intestinului gros datorită conținutului ridicat de stercobilinogen incolor din acesta Fecalele roșiatice sunt excretate în colita ulceroasă și se datorează adăugării de sânge proaspăt Culoarea galbenă a fecalelor se dobândește datorită conținutului predominant de stercobilinogen în caz de insuficiență a digestiei la nivelul intestinului subțire, dispepsie fermentativă și evacuare accelerată a chimului prin intestine Fecalele de culoare gri, galben pal sunt tipice insuficienței pancreatice și se datorează mișcărilor intestinale frecvente, în care fecalele conțin doar stercobilinogen Când sunt oxidate de oxigenul atmosferic, fecalele incolore devin acoperite cu o crustă maro închis - stercobilinogenul este oxidat la sercobilină maro Fecalele albe sunt excretate în timpul stagnării intrahepatice sau obstrucției complete a căii biliare comune INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE MIROS Mirosul fecalelor se datorează, în mod normal, produșilor de degradare a proteinelor (indol, skatol, fenol, orto- și paracresoli) Cu o abundență de proteine în alimente, mirosul se intensifică Mirosul dispare aproape complet odată cu constipația, deoarece o parte din substanțele aromatice sunt absorbite Se observă un miros putred cu insuficiența digestiei gastrice, dispepsie putrefactivă, colită ulceroasă - cu aceste patologii se formează hidrogen sulfurat și metil mercaptani Un miros fetid (ulei rânced) este observat în încălcarea secreției de lipază de către pancreas, precum și în acolie (absența fluxului biliar) Acest miros se datorează descompunerii bacteriene a grăsimilor și a acizilor grași Mirosul acru apare în timpul procesului de fermentație în colon și apare din cauza formării acizilor organici volatili (butiric, acetic, valeric) cu încălcarea absorbției acizilor grași în intestinul subțire (enterita acută, evacuarea accelerată a alimentelor digerate din intestinul subtire) RĂMĂTURILE DE ALIMENTE NEDIGERATE Resturile de proteine și alimente vegetale nedigerate sunt detectate în emulsia fecală plasată într-o cutie Petri pe un fundal întunecat și deschis Carnea nedigerată sub formă de bucăți albicioase de structură fibroasă (fibre musculare, ligamente, cartilaj, fascie, vase) poate fi găsită deja în timpul preparării emulsiei fecale Distingeți fibrele digerabile și cele nedigerabile Fibrele digestive sunt formate din celule care au o membrană subțire, ușor degradabilă Prin acest înveliș pătrund ușor enzimele digestive, care descompun conținutul celulei Pulpa alimentelor vegetale (fibre digerabile) este vizibilă în fecale neformate și emulsii fecale sub formă de transparent, incolor cocoloașe rotunde asemănătoare mucusului, vopsite uneori într-o culoare sau alta în funcție de hrana vegetală consumată (morcovi - culoare portocalie, sfeclă - cireș etc ) Detectarea fibrelor digerabile indică o evacuare rapidă a alimentelor sau absența acidului clorhidric în sucul gastric Fibrele vegetale nedigerabile sunt găsite prin examinare microscopică atât în fecale normale, cât și în cele patologice Acest lucru se datorează utilizării alimentelor din plante într-o cantitate sau alta O astfel de fibre nu este expusă acțiunii enzimelor sistemului digestiv uman Se distinge prin membrane celulare groase și septuri intercelulare groase, o abundență de vase de plante Organele digestive umane nu produc enzime care să-l descompună Unele microorganisme de colon posedă aceste enzime și descompun fibrele vegetale nedigerabile O astfel de microfloră se găsește în regiunea ileocecală: clostridii, celuloza BaciHus se dizolvă Bacilul mesentericus vulgaris Cu toate acestea, chiar și la o rată normală de mișcare a alimentelor prin intestinul gros, microorganismele nu au timp să descompună toate fibrele vegetale nedigerabile Cantitatea de fibre vegetale excretată cu fecale comparativ cu cea introdusă cu alimente scade la - %, cu constipație, despicarea acesteia ajunge la % De aceea, fibrele vegetale nedigerate sunt ușor de detectat prin examinarea microscopică a fecalelor, dar acest indicator nu are valoare de diagnosticare INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Examinarea microscopică a fecalelor Pregătirea probelor pentru microscopie mă drogez O picătură de emulsie fecală este aplicată pe o lamă de sticlă și presată cu o lamelă În acest preparat, examinarea microscopică pe fondul detritusului fecal dezvăluie: • resturi de alimente proteice nedigerate (țesut conjunctiv, fibre musculare striate și netede); • resturi de alimente carbohidrate nedigerate (fibre digerabile); • resturi de grăsime nedivizată și despicată (picături, ace, bulgări); • cristale de oxalat de calciu, tripelfosfat, Charcot-Leiden, hematoidină În același preparat, mucusul poate fi detectat dacă a intrat în preparat și leucocitele (eozinofile neutrofile), epiteliul cilindric, eritrocitele închise în acesta, precum și ouăle de helminți, chisturile protozoarelor și indivizii vegetativi ai acestora II drog O picătură de emulsie fecală și aceeași picătură de soluție Lugol * se aplică pe o lamă de sticlă, se amestecă și se presează cu o lamelă Acest medicament este conceput pentru a detecta amidonul extracelular și intracelular nedivizat (negru, albastru închis) sau parțial divizat (albastru sau albastru - amilodextrină; roz, roșcat sau violet - eritrodextrină) și microflora iodofilă - normală și patologică (negru și maro) Rasa de hoți a lui Lugol * se prepară lunar ( g iod, g iodură de potasiu și ml apă), deoarece iodul se descompune în soluție în timpul depozitării pe termen lung III medicament O picătură de emulsie fecală și o picătură de acid acetic % sunt aplicate pe o lamă de sticlă, amestecate, presate cu o lamelă Medicamentul este destinat diagnosticului de ace și bulgări de săruri ale acizilor grași (săpunuri) Dacă acele și bulgări din preparatul nativ nu s-au transformat în picături (acizi grași) când sunt încălzite, preparatul preparat este adus la fierbere peste flacăra unei lămpi cu alcool și microscopat la mărire mare Formarea picăturilor după fierbere indică prezența sărurilor acizilor grași (săpunuri) în fecale Medicamentul IV Acest preparat este conceput pentru a diferenția picăturile de grăsime neutre de picăturile de acizi grași Se face atunci când în preparatul nativ se găsesc picături de grăsime O picătură de emulsie fecală și o picătură de soluție apoasă , % de clorură de tetrametiltionină trihidrat (albastru de metilen *) se aplică pe o lamă de sticlă, se amestecă și se presează cu o lamelă Picăturile de acizi grași sunt colorate cu albastru de metilen * în albastru închis, albastru, cyan, iar picăturile de grăsime neutră rămân incolore V medicament Acest medicament este preparat în prezența mucusului, muco-sângeroși, mase purulente și bucăți de țesut Fărâmiturile de țesut selectate și mucusul sunt aplicate pe o lamă de sticlă și presate cu o lamela Acest medicament este conceput pentru a detecta leucocite (neutrofile, eozinofile), eritrocite, epiteliu columnar, elemente de neoplasme maligne, forme vegetative de protozoare etc INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Metode imunochimice pentru studiul fecalelor Determinarea concentrației proteinelor specifice direct în fecale reflectă în mod fiabil procesele patologice din tractul gastrointestinal În plus, beneficiile colectării scaunului sunt că este o procedură non-invazivă, nestresantă, care este ușor de efectuat și poate fi repetată dacă este necesar Chimotripsina Chimotripsina este o enzimă serin protează secretată de pancreas după ingestie Proteinele alimentare sunt scindate hidrolitic de chimotripsină, predominant la reziduuri aromatice O mică parte din enzima activă este excretată în fecale În caz de insuficiență pancreatică, secreția enzimei este redusă semnificativ Analiza chimotripsinei fecale este un parametru informativ non-invaziv pentru evaluarea încălcărilor funcției pancreatice Avantajul acestei metode este că măsoară concentrația și nu activitatea enzimei Chimotripsina se caracterizează printr-o stabilitate ridicată ( zile la temperatura camerei), care este comparabilă cu stabilitatea elastazei pancreatice, astfel încât determinarea chimotripsinei în fecale este o alternativă la testul elastazei pancreatice Indicatii: • pancreatită cronică: • insuficienta pancreatica exocrina Activitatea chimotripsinei Activitatea chimotripsinei poate fi măsurată într-o probă de fecale spectrofotometric Pacienților cu tulburări digestive li se prescriu adesea medicamente cu enzime pancreatice În acest caz, este necesar să încetați să luați astfel de medicamente cu zile înainte de colectarea probei pentru analiză Laxativele ar trebui, de asemenea, excluse cât mai curând posibil înainte de recoltarea probei Un rezultat fals-scăzut al activității chimotripsinei se poate datora diareei, unei diete sărace în proteine sau icterului obstructiv, în timp ce un rezultat fals-normal se poate datora terapiei de substituție enzimatică Valorile foarte mari sunt un indicator al fermentației (fermentării) sau secreției intestinale crescute (de exemplu, enterocolită) Indicatie: insuficienta pancreatica exocrina AMILAZĂ PANCREATICĂ Amilaza pancreatică, precum lipaza și elastaza, este sintetizată în pancreas În pancreatita cronică, inclusiv pancreatita cauzată de alcoolism și traume, amilaza este redusă În practica de laborator de rutină, amilaza pancreatică este singura alternativă de diagnosticare la elastaza- într-o probă de scaun Indicatii: • pancreatită cronică; • insuficienţă pancreatică esocrină ELASTAZĂ PANCREATICĂ Elastaza- este o enzimă proteolitică sintetizată exclusiv de pancreas Se caracterizează prin stabilitate în trecerea intestinală și chiar acumulare: concentrația de elastază este de ori mai mare în fecale decât în sucul duodenal Acest test folosește anticorpi policlonali care interacționează în mod specific cu elastaza- Stabilitatea enzimei este extrem de ridicată, variația individuală este destul de scăzută, în ciuda proteo- INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Activitate litică V Astfel, determinarea concentrației enzimatice reflectă capacitatea secretorie a țesutului pancreatic exocrin Această metodă este specifică speciei și nu reacționează încrucișat cu enzima porcină, astfel încât pacienții nu trebuie să întrerupă tratamentul cu preparate enzimatice pentru testare Indicație - diagnosticul insuficienței pancreatice exocrine: • în pancreatita cronică; • fibroză chistică; • carcinomul pancreasului; • diabet zaharat insulino-dependent; • sindromul IPvakhman-Diamond; • insuficienţă pancreatică de altă origine ALBUMINĂ Albumina este principala proteină din plasma umană ( - %) sintetizat de ficat in functie de aportul de proteine Prezența albuminei în fecale reflectă răspunsul inflamator și sângerarea intestinală Niveluri crescute de albumină și hemoglobină în fecale se găsesc nu numai în carcinoamele colorectale, ci și la pacienții cu polipi și boli inflamatorii cronice (boala Crohn sau colita ulceroasă) Indicatii: • stabilirea sursei de sângerare în tractul gastrointestinal inferior; • diagnosticul de carcinom colorectal; • examinarea pacienţilor cu risc; • Boala Crohn; • colită ulcerativă SECRETAR IDA IgA secretorie (slgA) constă din doi monomeri IgA legați printr-o catenă J și o componentă secretorie Este secretat de celulele plasmatice din lamina propria a membranelor mucoase Sinteza slgA este independentă de sinteza IgA plasmatică, ceea ce înseamnă că o scădere a IgA serice nu va fi neapărat însoțită de o scădere a slgA IgA secretorie este principala imunoglobulina din saliva, lichidul lacrimal, colostrul si laptele matern, secretiile traheobronhice si gastrointestinale Joacă un rol major în prevenirea legării mucoasei a microorganismelor, în activarea căii alternative a complementului și în răspunsurile inflamatorii Nou-născuții primesc slgA din laptele matern și sunt astfel imunizați pasiv împotriva infecțiilor intestinale Indicatii: • evaluarea activității sistemului imunitar al membranelor mucoase; • diagnosticul încălcărilor barierei imunologice a mucoasei intestinale; • boală autoimună IgA/sIgA-AHTMTEJlA LA TRANSGLUTAMINAZA TISUTALA, GLIADINA Pentru pacienții cu boală celiacă sunt caracteristice următoarele tulburări: malabsorbție, infertilitate, osteoporoză, dermatită herpetiformă, întârziere de creștere la copii Următoarele boli autoimune sunt asociate cu boala celiacă: diabet zaharat, artrită reumatoidă, nefrită, tulburări neurologice, tiroidita Hashimoto/boala Graves și un risc crescut de apariție a limfomului cu celule T În cazul rezultatelor negative ale testului seric al pacientului pentru acești anticorpi, se recomandă examinarea suplimentară a probelor de scaun Indicatii: • boală autoimună; • intoleranță la mâncare INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE NEUROTOXINA EOSINOFILĂ (NEUROTOXINA DERIVATĂ DE EOSINOP NIIL, EDN) Pentru a diagnostica alergia alimentară imediată, a diferenția între alergia alimentară și intoleranța alimentară și pentru a evalua eficacitatea unei diete de eliminare, se recomandă măsurarea conținutului de ribonuclează neurotoxină eozinofilă EPX în fecale EDN ajută și la determinarea integrității mucoasei intestinale în boli inflamatorii, carcinom intestinal, parazitoze intestinale Metodele clasice de diagnosticare a alergiilor (determinarea anticorpilor specifici IgE si prick-test) au o valoare limitata in cazul unei alergii alimentare De exemplu, un nivel normal de anticorpi IgE și un rezultat negativ al testului k nu exclud o formă intestinală de alergie alimentară În acest caz, se recomandă testul EDN în fecale EDN este o glicoproteină cationică care este secretată de eozinofilele activate, are citotoxicitate puternică și are o importanță deosebită în apărarea antivirală Este eliberat din granulele eozinofile în zonele în care se acumulează eozinofile: piele, plămâni, mucoase ale sistemului urogenital și tractului gastrointestinal, de exemplu în punctul în care organismul întâlnește agentul patogen Acumularea de EDN în intestin este asociată cu leziuni tisulare Testul EDN fecal poate servi ca un parametru obiectiv al inflamației cronice clinice sau subclinice curente în tractul gastrointestinal La pacienții cu colită ulceroasă și boala Crohn, nivelul EDN face posibilă evaluarea activității și prognosticul bolii Avantaje: • confirmarea unei alergii alimentare imediate; • evaluarea neinvazivă a activității eozinofilelor din tractul gastrointestinal; • test mai specific decât măsurarea slgA; • poate fi folosit pentru diverse probe - fecale, ser, urină, plasmă; • proteina rămâne stabilă în fecale câteva zile Limitări: Tratamentul cu glucocorticoizi reduce numărul de eozinofile și poate provoca rezultate fals negative Tratamentul cu inhibitori ai enzimei de conversie a angiotensinei poate duce la rezultate fals ridicate Indicatii: • diagnosticarea reacției alergice la alimente de tip imediat; • evaluarea eficacității dietei de eliminare; • evaluarea afectarii integritatii mucoasei intestinale cauzate de bolile invazive; • parazitoze intestinale LIZOCIM Lizozima (muramidaza) este o proteină cu o greutate moleculară de aproximativ kDa, aparținând grupului de glicozidaze alcaline Lizozima este produsă de granulocite, monocite și macrofage Principala sursă de lizozim în fecale sunt granulocitele intestinale Se poate determina în infiltratul inflamator în perioada acută a bolii Crohn De asemenea, este secretat activ de celulele mononucleare în lumenul intestinal Indicatii: • diagnosticul și monitorizarea bolii Crohn; • boli intestinale inflamatorii bacteriene, virale, alergice și autoimune CALPROTECTIN Calprotectina este eliberată de neutrofile și macrofage în timpul activării sau morții lor și este implicată într-un proces inflamator activ În INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE în timpul inflamației peretelui intestinal, granulocitele migrează prin acesta, astfel încât calprotectina poate fi găsită și în fecale Calprotectina fecală este un marker al inflamației intestinale și permite diferențierea neinvazivă a sindromului de colon iritabil (IBS) și a bolii inflamatorii intestinale (IBD), face posibilă monitorizarea evoluției bolii/tratamentul bolii Crohn și colitei ulcerative și este un potențial marker de screening pentru neoplazia colorectală Aspecte clinice ale IBS: o boală foarte frecventă (în mediul urban, - % din populația generală suferă), se face un diagnostic precis cu excluderea altor diagnostice pacientul trebuie supus unor investigaţii mai mult sau mai puţin agresive Determinarea calprotectinei fecale face posibilă obținerea primelor rezultate fără examen radiologic și/sau endoscopic, deoarece nivelul acesteia se corelează cu evaluarea histologică și endoscopică a activității bolii Crohn și a colitei ulcerative, precum și cu determinarea excreției de neutrofile marcate cu izotopi de indiu (indiu), care este considerat "standard de aur" în evaluarea activității IBD Dar metoda izotopilor este foarte costisitoare, necesită spitalizarea pacientului, în plus, din cauza expunerii substanței radioactive, este nepotrivită copiilor și femeilor însărcinate Nivelul FC crește odată cu recăderea Avantaje: • metoda are o valoare diagnostică ridicată: concentrația scăzută în fecale înseamnă absența bolii organice intestinale (specificitate pentru IBS - %) Sensibilitate pentru boala Crohn - până la %, specificitate - % Pentru IBS, sensibilitatea este de % și specificitatea este de % (criteriile romane pentru IBS sunt pozitive); • stabilitate ridicată a calprotectinei fecale în fecale timp de câteva zile; • non-invazivitatea (metoda reduce numărul de examinări dureroase), rapiditate Indicatii: • diagnosticul diferenţial al bolii Crohn şi al sindromului de colon iritabil; • evaluarea stadiului/gradului IBD; • parametru de monitorizare a bolii Crohn, colită ulceroasă, pacienți după îndepărtarea polipilor intestinali; • marker al diareei bacteriene c^-ANTITRIPSINA c^-Antitripsina acționează ca un inhibitor primar al elastazei granulocitelor neutrofile polimorfonucleare (elastaza PMN) și este secretată în timpul inflamației, reducând activitatea proteolitică a elastazei PMN la locul inflamației În plus, prin formarea complexului, inhibă un grup de serin proteaze implicate în formarea unui cheag, tripsină, chimotripsină etc Astfel, c-antitripsina joacă un rol important de reglare în răspunsul antiinflamator ah-Antitripsina este o glicoproteină liniară cu o greutate moleculară de kDa ( resturi de aminoacizi), cu un reziduu liber de cisteină și trei lanțuri laterale de carbohidrați Este sintetizat în principal în ficat, precum și de către macrofage, monocite și celule epiteliale ale mucoasei intestinale c^-antitripsina este principalul inhibitor al serin proteazelor din plasma umană A,-antitripsina fecală s-a dovedit, de asemenea, a fi un marker important al pierderii de proteine intestinale și al creșterii permeabilității intestinale, deoarece este rezistentă la degradare în intestin datorită activității sale anti-proteolitice În plus, măsurarea concentrației fecale o-antitripsina este utilizată pentru evaluarea și monitorizarea bolilor inflamatorii cronice intestinale În practica clinică, evaluarea clearance-ului α-antitripsinei (raportul dintre nivelurile fecale și sanguine ale oq-antitripsinei) este preferată față de o singură determinare fecală: rezultatele fals-negative și fals-pozitive sunt reduse cu % Metoda este mai sensibilă decât metodele de rutină și facilitează determinarea concentrației de proteine în supernatanții culturii celulare, precum și recunoașterea cu succes a formelor hepatice și intestinale ale β-antitripsinei Această metodă este o alternativă promițătoare la metoda imunodifuziei radiale, în special cu o pierdere mare de proteine Combinația a două tipuri de anticorpi specifici reduce numărul de fals negativi, garantând un diagnostic de încredere Astfel, este un test nou, ușor de utilizat și non-invaziv pentru determinarea pierderii de proteine intestinale Indicatii: • sindrom de pierdere de proteine prin intestine și permeabilitate intestinală afectată: • Boala Crohn; • enterocolită necrozantă; • inflamație de origine virală, bacteriană sau alergică p-DEFENSIN- β-Defensinele fac parte din imunitatea înnăscută și din bariera imunitară antimicrobiană a mucoasei intestinale Defensinele au grade diferite de activitate antimicrobiană împotriva bacteriilor, ciupercilor și a unor viruși înveliți La vertebrate, a- și p-defensinele se disting prin diferențe în structura proteinelor La om, sunt cunoscute tipuri de defensine de origine epitelială, dintre ele sunt p-defensine (HBD- , HBD- și HBD- ) Expresia p-defensinelor este indusă de citokine și microorganisme proinflamatorii (de exemplu, E coli, H pylori sau P aeruginos) Deficitul de defensină- poate fi observat în mucoasa intestinală la pacienții cu boala Crohn Sistemul defensină la acești pacienți este defect și nu limitează creșterea bacteriană invazivă care duce la infecții tipice bolii Crohn Rolul deficitului de p-defensin- în patogeneza bolii Crohn este în prezent studiat De asemenea, este posibil ca unele bacterii probiotice să producă p-defensină Indicația este diagnosticul diferențial al bolii Crohn (scăderea nivelului de p-defensin- ) și al colitei ulcerative (creșterea nivelului de p-defensină) H DETECȚIA ANTIGENULUI PYLORI Helicobacter pylori este considerat a fi cauza gastritei B cronice, duodenitei ulcerative non-medicamentale și agentul cauzal al limfomului MALT gastric În plus, este sugerată participarea sa în patogeneza carcinomului gastric În țările occidentale industrializate, epidemiologia infecției cu H pylori se caracterizează printr-o creștere liniară cu vârsta, iar în țările în curs de dezvoltare sunt implicați și un număr mare de copii și adolescenți Metodele existente de infectare cu Helicobacter pylori sunt sensibile și foarte specifice, dar necesită fie probe invazive, fie echipamente specializate Această metodă a fost dezvoltată pentru diagnosticul neinvaziv al infecției cu H pylori în probele de scaun și oferă rezultate fiabile fără pierderea sensibilității și specificității Testul are sensibilitate și specificitate echivalente cu testul de respirație cu urează INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Indicatii: • diagnosticul infecției cu Helicobacter pylori: • monitorizarea eficacităţii terapiei antihelicobacteriane COMPLEX "HEMOGLOBINA-HAPTOGLOBINA" (HH-Hp) ÎN CALĂ Hb liberă este complexată imediat cu proteina serică haptoglobina (Hp) Complexul Hb-Hp este mai stabil în intestin în comparație cu Hb Folosind o combinație a celor două metode, poate fi detectată chiar și sângerare din noduli adenomatoși/carcinoame ale tractului gastrointestinal superior Combinația celor două metode este foarte sensibilă pentru depistarea precoce a carcinomului colorectal Spre deosebire de alte analize de sânge fecal, această metodă nu necesită restricții alimentare sau de medicamente și permite determinarea FHb cu o sensibilitate de de ori mai mare decât testele rapide, ceea ce elimină rezultatele fals negative Anticorpii selectați oferă o specificitate ridicată Rezultatele nu sunt afectate de hemoglobina animală, mioglobina, peroxidazele animale și vegetale sau antioxidanții precum vitamina C Metoda este disponibilă în format ELISA și expres Indicatii: • analiza pentru sânge ocult în fecale; • boala Crohn, colita ulcerativa; • suspiciunea de carcinom al intestinului gros; • polipi ai rectului MIELOPEROXIDAZA Granulele de neutrofile conțin un număr mare de enzime diferite Mieloperoxidaza catalizează oxidarea cu formarea de produse peroxidice toxice pentru microorganisme Eficacitatea acțiunii de distrugere a bacteriilor este sporită de acțiunea elastazei leucocitare polimorfonucleare Determinarea mieloperoxidazei în fecale reflectă activitatea bolii Crohn și a colitei ulcerative Indicatii: • marker al inflamației tractului gastrointestinal; • stresul oxidativ ELASTAZĂ LEUCOCITELOR POLIMORFONUCLARE (ELASTAZA PMN) Elastaza granulelor azurofile de neutrofile, o glicoproteină din grupul serin proteazelor Marker al bolilor inflamatorii, poate provoca leziuni tisulare severe la locul de secreție Acest lucru este deosebit de important pentru boala Crohn, caracterizată printr-o creștere a activității fagocitare și creșterea secreției de elastază PMN și a altor enzime lizozomale Indicatii: • marker de activare a bolii Crohn; • infectie cu bacterii; • diagnosticul diferenţial al bolii Crohn şi al sindromului de colon iritabil Sindroame scatologice fecale NORMALE Examinarea microscopică a preparatului nativ pe fondul unei cantități mari de masă fină de detritus fecal, constând din bacterii vii și moarte și resturi nediferențiate de alimente consumate, în câmpurile vizuale rare, există fibre musculare unice cu sarcolemă, lipsite de INVESTIGAȚII CHIMICE ȘI MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE, o cantitate mică de săruri de acizi grași (săpunuri) și reziduuri alimentare vegetale sub formă de fibre nedigerate Fibrele vegetale nedigerate din fecale sunt foarte diverse și pot semăna cu diverse elemente ale fecalelor Detectarea picăturilor de grăsime vegetală conținute în interiorul celulelor de fibre grosiere nedigerate (semințe, nuci) poate fi interpretată greșit ca un semn de afectare a lipolizei în insuficiența pancreatică Examinarea microscopică a fecalelor poate dezvălui elemente complet neobișnuite - artefacte INSUFICIENTA DIGESTIEI IN STOMIC Achilia (aclorhidrie) - examenul microscopic evidențiază un număr mare de fibre musculare cu margini tăiate ascuțit, acoperite cu sarcolemă (cu striații longitudinale sau transversale) și localizate preponderent în straturi (creatoree) Preparatele conțin țesut conjunctiv, straturi și celule de fibre nedigerate, cristale de oxalat de calciu Hiperclorhidria este diagnosticată atunci când se găsesc un număr mare de sarcoleme acoperite (cu striații longitudinale), fibre musculare împrăștiate (creatoree) și țesut conjunctiv Evacuarea rapidă a alimentelor din stomac sau hipoclorhidrie este diagnosticată la o mărire mică și mare a microscopului de un număr mare de fibre musculare împrăștiate cu și fără striații transversale sau longitudinale, precum și de o cantitate moderată de fibre digerabile în câmpurile vizuale rare și monocristale de oxalat de calciu Cu o mărire scăzută a microscopului în prepararea cu soluție Lugol*, puteți detecta o cantitate mică de amidon extra și/sau intracelular în diferite stadii de digestie INSUFICIENȚA PANCREATICĂ Cu leziuni ale pancreasului (pancreatită acută, necroză, fibroză chistică), fecalele, dacă se formează, sunt acoperite cu un înveliș gras strălucitor În fecalele lichide, grăsimea este vizibilă la suprafață Aceasta este o grăsime neutră nedivizată (trigliceride), prezența sa în fecale este un indicator al unei încălcări a digestiei pancreatice O cantitate mare de grăsime neutră (steatoree) detectată prin examinarea microscopică a emulsiei fecale indică absența lipazei Combinația de picături de grăsime neutră și acizi grași (grăsimi divizate) în preparat este un semn de oprire incompletă a pancreasului (pancreatită acută, fibroză chistică) sau restabilirea funcției sale în pancreatita acută Grăsimea neutră, găsită microscopic în fecalele unui pacient cu icter, este considerată un semn al cancerului pancreatic PERTURBAREA SECȚIUNII BILEI (ACHOLIA) Acholia este caracteristică icterului hepatic și subhepatic Scaunul este incolor Odată cu evacuarea rapidă a chimului prin intestine, fecalele unui pacient cu acolie au o consistență moale sau lichidă Examenul microscopic relevă o cantitate mare de acizi grași (steatoree) sub formă de picături sau ace Cristalele (acele) de acizi grași sunt compuși cu punct de topire scăzut Atunci când preparatul nativ este încălzit în flacăra de spiking, acele se transformă în picături Cu constipație tipică acoliei, acizii grași care nu sunt absorbiți în intestinul subțire din cauza lipsei acizilor biliari intră în intestinul gros în cantități mari, unde reacţionează cu ionii K \ Ca ', Mg +, Na + Rneorg formând săruri ale acizilor grași - săpunuri Steatoree reprezentată de săruri ale acizilor grași INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE (săpunurile) sunt detectate prin microscopie a preparatului nativ la mărire mare Acestea sunt ace și/sau bulgări conținute în cantități mari în detritus fecal Sărurile acizilor grași sunt compuși refractari Ele sunt transformate în picături de acizi grași printr-o reacție termică cu % acid acetic* Cocoloașele și/sau acele dintr-un astfel de preparat, aduse la fierbere în flacăra unei lămpi cu alcool, reacţionează cu acidul acetic Ca rezultat, se formează picături de acizi grași și săruri de acid acetic Această reacție termică, care se încheie cu formarea de picături, dovedește prezența sărurilor de acizi grași în fecale Steatoreea în acolie, reprezentată de acizi grași sau sărurile acestora, apare din cauza absenței acizilor biliari Acizii biliari reacționează în mod normal cu acizii grași pentru a forma micelii, complexe solubile în apă care sunt ușor absorbite în intestinul subțire PERTURBAREA INTESTINULUI SUBTIRES - SINDROMUL DE MALABSORPTIE Multe boli și complicațiile lor pot provoca malabsorbție în intestinul subțire (Tabelul - ) Malabsorbția în intestinul subțire de orice etiologie se caracterizează prin steatoree, exprimată într-o măsură mai mare sau mai mică Fecalele sunt de obicei palide, neformate, moale sau lichide Microscopia evidențiază un număr mare de picături de grăsime neutră sau acizi grași, precum și aglomerări amorfe și ace Tabelul - Condiții patologice însoțite de malabsorbție Tipul disfuncției Mecanismul disfuncției Forma de patologie Tulburări digestive În caz de amestecare insuficientă a chimului Gastroenterostomie gastrectomie Fistula gastrocolică Cu insuficiență a factorilor digestivi Pancreatită acută și cronică Disfuncție hepatică cronică Obstrucția căilor biliare Deficitul de dizaharidază fibroză chistică Medii anormale Sindromul Zollinger-Ellison (pH scăzut în duoden) Creșterea bacteriană îmbunătățită (deconjugarea sărurilor biliare) Diverticuli intestinali Amiloidoza intestinală Malabsorbție În inflamația acută a epiteliului Infecții intestinale acute Intoxicatii acute (alcali, acizi, alcooli, etc ) În inflamația cronică a mucoasei intestinale boala celiacă (enteropatia glutenului) Enteropatia ischemică boala Crohn (granulomatoza intestinala) Boala Whipple (lipodistrofie intestinală) a- și p-lipoproteinemie (acantocitoză) Enteropatia exudativă Cu scurtarea intestinului Rezecția intestinului (volvulus, infarct intestinal etc ) Tulburare de transport - vase limfatice blocate în limfom Limfangiectazie INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE PROCESE PATOLOGICE LA COLON procesele de fermentare Motivul pentru creșterea procesului de fermentație în colon este de obicei o supradoză de carbohidrați în dietă Examinarea microscopică face posibilă detectarea unei cantități mari de fibre digerabile, amidon intra și extracelular în preparatul nativ În prepararea cu soluție de Lugol*, amidonul intra și extracelular este detectat în diferite stadii de digestie, precum și o cantitate mare, uneori uriașă, de microfloră iodofilă normală - clostridii Reacția fecalelor se deplasează pe partea acidă (pH = , - , ) Masele fecale își pierd forma, devin moale, spumoase - disbioză fermentativă Fermentația este însoțită de formarea acizilor organici și a dioxidului de carbon, care irită pentru o lungă perioadă de timp membrana mucoasă a colonului, provocând hiperemia acestuia, iar apoi macerarea și exudarea, ceea ce duce la dezvoltarea colitei fermentative În fecale apare mucus cu leucocite și epiteliu colonic Microflora iodofilă normală (clostridia) este înlocuită cu patologică - coci mici și mari, microfloră tije mici și mari Disbioza fermentativă se transformă în disbacterioză fermentativă, împotriva căreia se dezvoltă colita fermentativă Procesele putrefactive se dezvoltă atunci când o cantitate mare de carne nedigerată sau insuficient digerată sau exsudat inflamator intră în colon Cristalele de tripelfosfat indică o reacție puternic alcalină (pH = , - , ), datorită proceselor crescute de putrefacție în colon Acest lucru este însoțit de formarea de amoniac, mercaptan, indol, skatol și alte substanțe În același timp, forma cilindrică a fecalelor confirmă proliferarea crescută a microflorei putrefactive normale a colonului și dezvoltarea disbiozei putrefactive Încălcarea formei fecalelor (fecale lichide, apoase), o reacție puternic alcalină, fibre musculare nedigerate sau parțial digerate, apariția exudatului și mucusului cu elemente celulare de inflamație indică dezvoltarea colitei putrefactive și a disbacteriozei putrefactive Natura apoasă a fecalelor este un semn direct al absorbției afectate a apei în colon, care apare ca urmare a unei leziuni profunde a epiteliului O supradoză de antibiotice duce la dezvoltarea colitei cu disbacterioză severă și candidoză a membranei mucoase Microscopia detritusului fecal poate dezvălui filamente pseudomiceliene și spori ai ciupercii Candida aîbicans Se găsesc adesea filamente miceliale și spori ai altor ciuperci, mucus cu leucocite și celule epiteliale cilindrice COLITĂ ULCERATIVĂ În masele mucopurulente-sângeroase calde proaspăt izolate dintre mucusul care conțin neutrofile, eritrocite și epiteliu cilindric pot fi găsite forme vegetative de protozoare patogene Entamoeba histolytica sau Balantiaium coli Uneori există multe eozinofile și/sau cristale Charcot-Leyden în scaun Aceasta este caracteristică colitei alergice nespecifice sau unei reacții alergice la protozoare În formele severe de colită ulceroasă, chiar și fragmente de mucoasă intestinală se găsesc în fecale Sângerare din peretele intestinului Sângerarea din colonul superior, jejun și intestinul subțire poate fi confirmată prin detectarea unui cristal de hematoidină Acest lucru este posibil cu microscopia preparatelor native și colorate cu eozină azură din secreții intestinale patologice Hematoidina se formează prin descompunerea hemoglobinei în absența oxigenului Acestea sunt ace de culoare aurie și diamante alungite în lungime INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Hematoidina nu conține atomi de fier, iar reacția fecalelor la sângerarea ocultă este negativă, dar prezența cristalelor confirmă afectarea mucoasei, diapedeza eritrocitelor prin membrana mucoasă incompetentă a intestinului subțire în enterită, în special la sugari EVACUARE ÎNTÂRZIATĂ DE COLON (CONSTIPAȚIE, COLITA SPASTICĂ) Constipația și colita spastică sunt caracterizate de o cantitate mare de detritus și fibre indigeste la microscopie Prezența mucusului care conține elemente celulare alterate distrofic (leucocite și epiteliu cilindric) pe suprafața fecalelor formate indică un proces inflamator al membranei mucoase a colonului și/sau rectului Mucusul de pe suprafața fecalelor fragmentate poate fi omogen, fără a conține elemente celulare Particularități ale digestiei și coprogramei la sugari în condiții normale și patologice Tractul digestiv al fatului incepe sa functioneze in saptamana - de dezvoltare intrauterina În această perioadă, reflexul de deglutiție este bine exprimat, glandele salivare produc amilază, stomacul - pepsinogen Fătul în curs de dezvoltare înghite lichidul amniotic, care este similar ca compoziție chimică cu lichidul interstițial (țesut și măduva spinării), care conține proteine și glucoză pH-ul conținutului gastric al nou-născutului este de , , scade la , în primele - ore de viață, crește la , la sfârșitul primei săptămâni, apoi scade treptat la , Pepsina nu joacă un rol semnificativ în digestia proteinelor la nou-născut Procesarea enzimatică a proteinelor din laptele matern are loc în duoden și intestinul subțire Intestinele unui copil au de ori lungimea corpului Ca urmare a conexiunii secvenţiale a enzimelor pancreatice (tripsină, chimotripsină) şi a enzimelor proteolitice ale intestinului subţire, are loc o utilizare aproape completă a proteinei din lapte Un bebelus alaptat absoarbe pana la % din aminoacizi Lipoliza în timpul alăptării în prima săptămână de viață se efectuează în cavitatea stomacului, în principal din cauza lipazei laptelui matern Lipaza din lapte este cea mai eficientă la un pH de , - , Lipoliza ulterioară are loc în duoden sub acțiunea lipazei pancreatice Deja în primele săptămâni și luni de viață ale unui copil, - % din grăsimea divizată este absorbită în intestinul subțire Hidroliza carbohidraților în cavitatea bucală și stomacul unui nou-născut este nesemnificativă și este concentrată în principal în intestinul subțire, unde lactoza, zaharoza și maltoza sunt scindate pe suprafața microvilozităților de pe marginea periei enterocitelor Taburet ORIGINAL (MECONIUM) Eliberarea meconiului are loc la - ore de la naștere și durează - zile în cantitate totală de - g Consistența meconiului este lipicioasă, vâscoasă, groasă, de culoare verde închis, nu există miros, pH este , - , , pozitiv pentru bilirubină Prima porțiune de meconiu joacă rolul unui dop, constă din mucus, față de care sunt vizibile straturi de epiteliu scuamos keratinizat, celule unice ale epiteliului cilindric al rectului, picături de grăsime neutră reprezentând lubrifiantul original, cristale de colesterol și bilirubină Microflora bacteriană apare în fecalele unui nou-născut numai în timpul mișcărilor intestinale ulterioare INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE COPIL ALĂPTAT SĂNĂTOS Scaun Cantitatea de fecale în prima lună de viață este de g, iar apoi crește treptat la - g pentru - mișcări intestinale pe zi Este o masă omogenă, neformată, semivâscoasă sau semi-lichidă, de culoare galben-aurie, galbenă sau galben-verde cu miros acru, pH-ul este de , - , Mediul acid al fecalelor se explică prin activitatea vitală a microflorei zaharolitice abundente, procese enzimatice pronunțate și un conținut ridicat de lactoză Reacția la bilirubină rămâne pozitivă până la vârsta de cinci luni, apoi, în paralel cu bilirubina, începe să se determine stercobilina, care apare ca urmare a acțiunii de restabilire a bacteriilor normale! și microflora intestinului gros Până la - luni, în fecale se determină doar stercobilina Examinarea microscopică a fecalelor dezvăluie picături unice de grăsime neutră și o cantitate mică de săruri de acizi grași Mucusul în cantitate mică este prezent în fecalele unui sugar, amestecat cu detritus Câmpul vizual conține în mod normal nu mai mult de - leucocite PROSTII COPILULUI CU ALIMENTARE ARTIFICIALA Cantitatea de fecale este de - g pe zi Culoarea este galben deschis sau deschis, devine gri sau incoloră atunci când este expus la aer, dar poate lua nuanțe maro sau maro-gălbui în funcție de natura alimentului, pH-ul este , - , (neutru sau ușor alcalin) Mirosul este neplăcut, ușor putred din cauza cazeinei din lapte de vacă putrezit Examenul microscopic evidențiază o cantitate ușor crescută de săruri de acizi grași Într-o cantitate mică de mucus amestecat cu fecale, se găsesc leucocite unice INFLAMATORIA ACUTA IN CARELE DIGESTIV LA COPII Enterita acută (enterocolită) la un sugar este însoțită de o schimbare a pH-ului către partea alcalină sau puternic alcalină și o reacție pozitivă la proteina inflamatorie, leucocite Dacă membrana mucoasă a intestinului subțire și gros este afectată, este posibilă o reacție pozitivă la sânge; ca urmare a diapedezei, eritrocitele apar în fecale Scaunul devine lichid sau semi-lichid cu mult mucus Nodulii de mucus în fecalele lichide indică apariția enterocolitei foliculare Examinarea microscopică a detritusului dezvăluie fire de mucus care conțin neutrofile, eozinofile, monocite, macrofage, celule plasmatice, epiteliu columnar și uneori acizi grași ca semn de malabsorbție în intestinul subțire Apariția picăturilor de grăsime neutră indică un efect insuficient al lipazei asupra conținutului intestinului, care poate fi asociat cu umflarea mucoasei duodenale sau cu evacuarea accelerată a alimentelor din intestin (din duoden, intestinul subțire și gros) Dacă fenomenele de enterită acută (enterocolită) sunt eliminate și natura fecalelor sugarului a revenit la normal, iar examenul microscopic evidențiază o cantitate mare de săruri de acizi grași (săpunuri), aceasta indică o încălcare continuă a absorbției intestinale (cronică) enterită) Sărurile de calciu, fosfor, sodiu, potasiu, magneziu și alte substanțe sunt excretate din corpul copilului, ceea ce poate duce la rahitism; MABsorbția INTESTINALĂ CAUZATĂ DE INSECȚIA CONGENITĂ A ENTEROCITĂRII boala celiacă (boala celiacă) Enteropatia celiacă se dezvoltă cu deficiență congenitală a L-glutamil peptidazei, caracterizată printr-o încălcare a defalcării glutenului în pro- În timpul scindării glutenului se formează glutamina, care provoacă o reacție alergică și inhibă regenerarea epiteliului intestinului subțire Boala celiacă se manifestă la copii din momentul hrănirii cu substanțe făinoase care conțin gluten (făină de grâu și secară, orez, ovăz) Masele fecale lichide de natură steatoree sunt excretate de până la - ori pe zi, au culoarea masticului cu un miros dezgustător de mucegai Reacția fecalelor este ușor acidă sau neutră (pH = , - , ) Microscopic, acizii grași sau sărurile acestora (săpunurile) indică malabsorbție în intestinul subțire Prezența eozinofilelor și/sau a cristalelor Charcot-Leiden pe fondul mucusului confirmă o reacție alergică la mucoasa intestinală Sindromul deficitului de dizaharidază Sindromul este cauzat de absența lactazei în intestinul subțire al nou-născutului, mai rar a zaharazei Cu lipsa uneia sau mai multor enzime pentru hidroliza dizaharidelor, se dezvoltă deficitul de dizaharidază Dizaharidele blochează locurile de absorbție a monozaharidelor, astfel încât absorbția acestora din urmă este perturbată La copiii cu deficit de lactază se dezvoltă malnutriție Lactoza nedigerată intră în colon, unde este descompusă de bacterii în acizi organici, rezultând formarea unei cantități uriașe de acizi lactic și acetic, care irită mucoasa colonului, provocând hiperemie, macerare și exudare a acestuia O creștere a nivelului de lactoză și acizi organici perturbă osmolaritatea în lumenul intestinal Secreția fluidă, volumul chimului, creșterea motilității intestinale, se dezvoltă diaree Diagnosticul deficitului de dizaharidază se bazează pe manifestările clinice, precum și pe determinarea activității enzimelor dizaharidaze în biopsiile mucoasei intestinului subțire, pe determinarea lactozei, a zaharozei în fecale și a scăderii pH-ului fecal Deficitul de lactază (intoleranța la lactoză în laptele matern) se determină în primele zile de viață ale nou-născutului La un copil, fecalele apoase sau lichide galbene, cu un miros puternic acid, sunt excretate de - ori pe zi, pH-ul este de , - , , reacția la bilirubină, precum și la proteinele inflamatorii și leucocite este pozitivă Acizii grași detectați prin microscopie confirmă un sindrom pronunțat de malabsorbție A- -lipoproteinemie (acantocitoză) Incapacitatea ereditară de a sintetiza 'lipoproteinele este detectată în copilăria timpurie În sângele periferic al pacienților se găsesc acantocite, iar -lipoproteinele sunt absente în serul sanguin Fecalele sunt lichide, de culoare galben deschis sau galben auriu, cu o reacție puternic acidă sau acidă (pH = , - , ) cu bilirubină, o reacție pozitivă la proteinele inflamatorii și leucocite Examenul macroscopic evidențiază picături de grăsime în fecalele lichide, care formează o placă bine definită pe suprafața fecalelor lichide Examenul microscopic evidențiază picături de grăsime, confirmând malabsorbția la nivelul intestinului subțire, caracteristică acestei patologii Fibroza chistică sau fibroza chistică (forma intestinală) Fibroza chistică este o boală ereditară caracterizată printr-o încălcare a funcției secretoare a pancreasului, glandelor stomacului și intestinelor (Sugarii cu această boală suferă de materii polifecale: scaune frecvente, copioase, moale, cu miros fetid ascuțit, gălbui, strălucitori, gras, cu reacție neutră sau ușor acidă (pH = , - , ) Pe scutece rămân pete de grăsime, care La copiii cu varsta de - luni este posibila tendinta la constipatie: fecalele sunt dese, formate sau cocoloase mari, uneori "oaie*, dar intotdeauna palid, gras, cu miros fetid de ulei rânced amestecat cu fecale INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE și este excretat la sfârșitul unei mișcări intestinale, acoperind fecalele de la suprafață În această perioadă, este posibilă o complicație a bolii sub formă de obstrucție intestinală Examenul microscopic evidențiază picături de grăsime în preparatul nativ, care rămân incolore în preparatul cu soluție apoasă , % de albastru de metilen* Aceasta este caracteristică grăsimii neutre și indică o degenerare chistică a pancreasului, care duce la absența lipazei în - % din cazuri În cazul unei leziuni pancreatice incomplete, se pot observa picături necolorate de grăsime neutră în combinație cu picături albastre de acizi grași într-un preparat de scaun cu albastru de metilen* Degenerarea chistică a glandelor digestive ale stomacului și intestinului subțire se manifestă în timpul trecerii de la alăptare la hrănirea mixtă Examenul microscopic relevă o cantitate mare de hrană proteică nedigerată, reprezentată de țesut conjunctiv, bucăți microscopice de carne nedigerată și fibre musculare cu striații transversale sau longitudinale De asemenea, puteți găsi fibre vegetale digerate, amidon extra și intracelular și picături unice de grăsime neutră Toate acestea indică o încălcare a hidrolizei, proteolizei și lipolizei cauzate de degenerarea chistică a glandelor stomacului, duodenului, intestinului subțire și pancreasului în combinație cu evacuarea accelerată sau întârziată a alimentelor din stomac și intestine Enteropatia exudativă Boala se caracterizează prin pierderea proteinelor plasmatice prin mucoasa sistemului digestiv și este însoțită de malabsorbție la nivelul intestinului subțire Pacienții dezvoltă hipoproteinemie Un studiu chimic al fecalelor dezvăluie o reacție alcalină sau puternic alcalină a fecalelor (pH = , - , ), o reacție puternic pozitivă la proteine, leucocite, care este tipică pentru deteriorarea mucoasei intestinale (enterocolită) Examenul microscopic evidențiază o cantitate mare de acizi grași, ceea ce este tipic pentru evacuarea accelerată a alimentelor din intestine, de exemplu, cu diaree, sau săruri ale acizilor grași (săpunuri), ceea ce este tipic pentru defecarea normală sau întârziată CERCETAREA lichidului cefalorahidian Lichidul cefalorahidian (LCR) este un fel de lichid biologic care este necesar pentru buna funcționare a țesutului cerebral și îndeplinește o funcție de protecție Formarea, circulația și absorbția LCR indică faptul că acesta este fluidul nutritiv și excretor al creierului LCR este un mediu pentru schimbul de substanțe între creier și sânge și pentru livrarea nutrienților din plexurile coroide ale ventriculilor creierului către celulele nervoase Creierul nu are un sistem limfatic, produsele metabolismului său sunt îndepărtate în două moduri - prin fluxul sanguin capilar și LCR, iar apoi prin plexurile coroide și vilozitățile arahnoide LCR se formează predominant prin ultrafiltrarea plasmei sanguine și secreția anumitor componente în plexurile coroide ale creierului Reguli pentru studiul lichidului cefalorahidian Pentru obținerea LCR se folosește cel mai des puncția lombară, mai rar puncția suboccipitală LCR ventricular este obținut în timpul intervenției chirurgicale • La efectuarea unei puncție lombară, este necesar să eliminați primele - picături de LCR, ceea ce vă permite să scăpați de amestecul de sânge "de călătorie" care intră STUDII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE în prima porțiune a vaselor de sânge deteriorate de acul situat în zona spațiului epidural, • Apoi trebuie să colectați porții (în cazuri excepționale - ) de LCR în tuburi sterile, bine închise, pe fiecare tub să indicați numărul său de serie, numele pacientului, timpul de puncție, diagnosticul clinic și o listă cu studiile necesare • LCR colectat în eprubete este livrat imediat la laboratorul de diagnostic clinic Cu ajutorul unei puncție lombară se pot obține fără complicații - ml de LCR la adult, - ml la copii, inclusiv copiii mici și - ml la sugari LCR trebuie examinat de către medicii de diagnostic de laborator clinic, iar rezultatele trebuie interpretate împreună cu medicii curant, comparând datele obținute cu starea pacientului și rezultatele altor studii instrumentale Fiabilitatea informațiilor obținute în urma examinării LCR este influențată de factori interni și externi Factori interni - sex, vârstă, dietă, activitate fizică și alte diferențe individuale la pacienți Factori externi - utilizarea diferitelor substanțe chimice, echipamente, ustensile, condiții de obținere și depozitare LCR, lumina solară Efectul medicamentelor este deosebit de important Este necesar să știți cum și în ce doză a fost prescris medicamentul, în ce formă și în ce cantitate pătrunde în LCR, care este nivelul acestuia Medicamentele afectează valorile LCR in vivo și pot modifica, de asemenea, unii parametri in vitro Când se studiază LCR, este necesar un control sistematic al calității folosind materiale de control și calibrare, deoarece prelevarea repetată a probelor nu este întotdeauna de dorit și poate fi asociată cu anumite dificultăți tehnice Controlul intralaborator ar trebui să acopere toți parametrii aflați în studiu și să fie combinat cu controlul extern al calității interlaboratoare REGULI PENTRU CERCETAREA LICHIDULUI CEREBRAL CEREBRAL UTILIZAREA BANZELOR DE DIAGNOSTIC O picătură de LCR amestecat ușor este aplicată în zona reactivă adecvată folosind o pipetă LCR impregnează imediat tamponul poros, a cărui culoare se schimbă în funcție de concentrația analitului Rezultatul studiului este introdus în formular Pentru studiul LCR, puteți utiliza zonele de diagnostic ale benzilor polifuncționale, care vă permit să determinați densitatea relativă, sânge (hemoglobină), leucocite (neutrofile), bilirubină, glucoză, cetone și nitriți Proprietățile fizice și chimice ale lichidului cefalorahidian Densitate relativa Densitatea relativă (gravitatea specifică) a LCR lombar este , - , , LCR suboccipital este , - , , iar LCR ventricular este , - , g/ml O creștere a densității relative a LCR se observă în meningită, uremie, diabet zaharat, o scădere a hidrocefaliei TRANSPARENŢĂ LCR normal este incolor, transparent, ca apa distilată, constă din , - , % apă și , - , % solide Opacizarea LCR depinde de o creștere semnificativă a numărului de elemente celulare (eritrocite, leucocite, elemente celulare tisulare), bacterii INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE de rhias, ciuperci și creșterea conținutului de proteine Turbiditatea cauzată de celule și ciuperci scade sau dispare după centrifugare Turbiditatea cauzată de bacterii nu dispare după centrifugare Odată cu creșterea conținutului de fibrinogen în LCR, se observă o schimbare a transparenței, de asemenea, sub formă de opalescență ușoară O ușoară turbiditate a LCR este observată atunci când numărul de eritrocite este mai mare de x / l, leucocite - mai mult de x / l și proteina totală - mai mult de g / l Gradul de turbiditate a LCR este determinat prin compararea în lumina zilei transmisă pe un fundal negru a unei probe de LCR livrate într-o eprubetă cu aceeași cantitate de apă distilată în aceeași eprubetă Există următoarele grade de transparență a LCR: complet transparent, opalescent, ușor tulbure, tulbure sau puternic tulbure FILM DE FIBRINĂ (FIBRINOZĂ) LCR normal nu conține practic fibrinogen Apariția fibrinogenului în LCR se datorează bolilor sistemului nervos central Formarea unui film fibrinos este cauzată in vitro de conversia fibrinogenului în fibrină Pelicula fibrinoasă arată ca o plasă sau o peliculă delicată, aproape invizibilă, pe pereții eprubetei, un sac care conține elemente celulare sau un cheag asemănător jeleului pe fundul eprubetei Dacă la laborator este livrat un singur tub de LCR și trimiterea indică faptul că este necesară o analiză generală a LCR și determinarea filmului fibrinos, ar trebui să aflați de la medicul curant care este o semnificație diagnostică mai mare pentru el Procesul de formare a filmului fibrinos începe imediat după primirea LCR și nu trebuie întrerupt prin agitarea sau turnarea unei părți din LCR administrat într-un alt tub Un film fibrinos se poate forma imediat după primirea LCR sau după un timp (în de minute, oră, - ore sau mai mult) Când un film fibrinos sub formă de sac este găsit într-o eprubetă cu LCR, este important să ne amintim că elementele celulare din acesta sunt depozitate la temperatura camerei timp de - ore după primirea LCR O picătură de LCR cu celule poate fi îndepărtată din sacul de fibrină cu o pipetă Pasteur, aplicată pe o lamă de sticlă, acoperită cu o lamă și celulele examinate Filmul fibrinos (punga) se examinează pentru tuberculoză: se îndepărtează prin turnarea întregului LCR din eprubetă pe o lamă de sticlă, îndreptată pe lama de sticlă cu ajutorul unei pensete sau a unui ac sau buclă bacteriologică, uscată la aer, fixată în spirt flacără lămpii și pătat după Ziehl-Neelsen Dacă în timpul îndepărtării pelicula s-a încrețit și s-a transformat într-un bulgăre sau într-un cheag de fibrină asemănător jeleului format în fundul eprubetei, acestea sunt triturate pe o lamă de sticlă degresată într-o picătură de soluție de clorură de sodiu , % folosind o buclă bacteriologică ușor încălzită pe flacăra unei lămpi cu alcool sau prin zdrobirea bulgărilor între două lame de sticlă Dimensiunea preparatului pe o lamă de sticlă nu trebuie să depășească x cm Dacă în timpul zilei de lucru nu s-a format o peliculă fibrinoasă, tubul cu LCR se lasă la temperatura camerei sau la frigider fără agitare până a doua zi Filmul fibrinos rezultat și preparatele din filmul laminat sunt colorate conform Ziehl-Neelsen și microscopate pentru a detecta Mycobacterium tuberculosis Formarea unui film fibrinos se observă și în meningita purulentă și seroasă, tumori ale sistemului nervos central, hemoragie cerebrală și compresie cerebrală Dacă LCR conține eritrocite, de obicei nu se formează un film fibrinos, cu excepția cazului în care numărul acestora depășește x /l Cu un conținut ridicat de proteine totale, fibrinogen și pleocitoză severă (un număr mare de elemente celulare) într-o eprubetă cu LCR timp de de ore la INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE se formează un precipitat la temperatura camerei sau la frigider, din care se prepară și un preparat și se examinează pentru tuberculoză după colorare conform Ziehl-Neelsen Cu sindromul Nonne-Froyn (blocarea completă a spațiului LCR în tumorile măduvei spinării, abcese, tuberculi, arahnoidită și compresii osoase), imediat după extracția LCR se formează un film fibrinos și indică o blocare completă a spațiului LCR Conținutul de proteine totale din LCR în acest sindrom este mai mare de g/l, CULOARE LCR normal este incolor Apariția culorii indică de obicei un proces patologic în sistemul nervos central Pentru a detecta o culoare slabă, LCR administrat este comparat cu apă distilată turnată în același tub O culoare cenușie sau cenușie-roz a LCR poate fi observată cu o puncție nereușită ("sânge de călătorie") sau o hemoragie subarahnoidiană ERITROCITARHIE (ERITROARHIE) Prezența sângelui în LCR (LCR cu sânge sau cu sânge) poate fi detectată macroscopic și microscopic Există "călătorii" (artsfact) și eritrocitarhie adevărată Eritrocitarhia "de călătorie" este cauzată de sângele care intră în LCR atunci când este rănit în timpul puncției vaselor de sânge situate în spațiul epidural sau cauda equina Eritrocitarhia adevărată apare cu hemoragii în spațiile lichidului cefalorahidian, ruperea vaselor de sânge, accident vascular cerebral hemoragic, tumori cerebrale și leziuni cerebrale traumatice La colectarea LCR în trei eprubete, prezența sângelui "de călătorie" este evidențiată de prezența sângelui doar în primul tub Într-o hemoragie subarahnoidiană, toate cele trei tuburi de LCR vor fi colorate cu sânge la aceeași intensitate, iar la numărarea în cameră pot apărea mai multe globule roșii în al doilea tub Cu hemoragia subarahnoidiană, amestecul de sânge în LCR este simptomul principal Cantitatea de sânge care a intrat în spațiile lichidului cefalorahidian poate varia de la , la ml Dacă conținutul de eritrocite este mai mic de , - , x O /l, LCR rămâne incolor O reacție pozitivă a zonei de diagnosticare a politestului pentru sânge și detectarea eritrocitelor la o examinare microscopică a preparatului nativ de LCR face posibilă diagnosticarea eritrocitarhiei latente La un conținut de , - , x l de eritrocite, LCR capătă o culoare cenușie-roz, la - x / l - roz-roșu, la - x / l - culoarea cărnii proaspete, cu un conținut de peste x / l de eritrocite - o culoare sângeroasă Criteriile existente care permit în % din cazuri să distingă eritrocitarhia adevărată de "călătorie" sunt prezentate în tabel - Tabelul - Criterii pentru deosebirea eritrocitarhiei adevărate de "pistă" Eritrocitarhie "modul" adevărat Toate cele porțiuni de LCR, atunci când sunt colectate în tuburi, sunt colorate identic Prima porțiune de LCR este colorată cu sânge, restul își pierde treptat culoarea Numărul de eritrocite din tuburi este același Numărul de eritrocite din tuburi este diferit La puncție repetată se obține LCR colorat cu sânge La puncție repetată se obține LCR incolor Eritrocitele din LCR colorate cu sânge se depun lent (în decurs de ore) Eritrocitele din LCR colorate cu sânge se depun foarte repede (în - de minute) LCR cu sânge conține fibrinogen și fibrină LCR cu sânge nu conține fibrinogen și fibrină INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Sfârșitul mesei - Eritrocitarhie "modul" adevărat Sângele din LCR cu sânge nu se coagulează Dacă mai mult de ml de sânge intră în LCR, acesta se coagulează în - de minute După centrifugarea LCR cu sânge, LCR supernatant este roz, portocaliu sau galben După centrifugare, LCR supernatant este incolor Spectrofotometria directă a LCR cu sânge detectează metahemoglobina și oxihemoglobina Spectrofotometria directă a LCR cu sânge nu detectează metahemoglobina și oxihemoglobina Formula lichior corespunde patologiei sistemului nervos central: • cu hemoragie subarahnoidiană - pleocitoză neutrofilă și activarea sistemului fagocitar mono-nucleolar (monocite, eritro- și hemosiderinofage); • în caz de neuroleucemie - blasturi Formula lichidului cefalorahidian la numărarea cu reactiv Samson și la colorarea cu azur-eozină corespunde formulei leucocitare a sângelui periferic În preparatul colorat cu azur-eozină, eritrocitele sunt prezentate ca o masă compactă cu contururi unte În preparatul colorat cu azur-eozină, eritrocitele sunt localizate separat cu o iluminare clar vizibilă în centrul celulelor Testele centrifugate cu sânge LCR cu benzi FAN pentru sânge (hemoglobină) și bilirubină sunt pozitive Testele centrifugate cu sânge LCR cu benzi FAN pentru sânge (hemoglobină) sunt pozitive, dar negative pentru bilirubină Eritrocitarhia indică sângerare intracraniană ca urmare a rupturii unui anevrism al unui vas cerebral, accident vascular cerebral hemoragic, hemoragie în țesutul cerebral, encefalită hemoragică și leziuni cerebrale traumatice Hemoragia subarahnoidiană poate să apară fără afectarea vaselor de sânge ca urmare a paraliziei nervilor vasomotori și este însoțită de vasodilatație, staza sângelui în capilare și diapedeza globulelor roșii În dinamică, indiferent de etiologia și gradul de hemoragie, în a -a zi, - % din hematii sunt îndepărtate din LCR, iar în a - -a zi - - % din eritrocite în raport cu numărul detectat pe a -a zi a bolii Sângele rămas este îndepărtat din spațiile LCR în diferite momente Cu o hemoragie masivă în a -a zi, mai multe celule roșii din sânge sunt îndepărtate decât cu sângerări mai puțin abundente Eritrocitele dispar din LCR cu leziuni cranio-cerebrale ușoare și excluderea sângerării în ziua - , cu accident vascular cerebral hemoragic și leziuni cranio-cerebrale severe - în ziua - Când un anevrism al unui vas cerebral se rupe, eritrocitele dispar din LCR în ziua - , ceea ce este asociat cu transpirația prelungită a eritrocitelor prin peretele vaselor cerebrale alterate Există două mecanisme pentru îndepărtarea eritrocitelor din spațiile LCR: • migrarea eritrocitelor neschimbată din spațiul subarahnoidian în spațiul subdural prin golurile intercelulare ale membranei arahnoidiene, iar apoi direct în vasele de sânge ale durei mater; • fagocitoza eritrocitelor de către celulele arahnoendoteliului care căptușesc membranele meningeale Eritrocitele captate de celulele arahnoendoteliale sunt distruse Hemoglobina este transformată în bilirubină de către hemooxidaza celulelor arahnoendoteliale Bilirubina intră în spațiul subarahnoidian și face ca LCR să se coloreze în galben (xantocromie sau bilirubinarhie) INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE BILIRUBINARHIE (XANTOCROMIA) Colorația roz, portocalie, gălbuie, galbenă, galben-cafea sau maro se datorează produselor de descompunere a sângelui - hemoglobina și bilirubina - și se numește "xantocromie" (din greacă ksantos - "galben") Există xantocromie hemoragică și congestivă, care poate fi împărțită în funcție de produsele defalcării sângelui în hemoglobinarhie (culoare roz) și bilirubinar-chia (culoare galbenă) Bilirubinarhia hemoragică (xantocromia) este cauzată de pătrunderea sângelui în spațiile lichidului cefalorahidian, a cărui descompunere duce la colorarea LCR secvenţial în roz, portocaliu, gălbui, galben și galben bogat LCR poate fi galben cafea, maro sau maro Aceste variante de culoare ale LCR se datorează produșilor de descompunere ai hemoglobinei eritrocitare - oxihemoglobină, methemoglobină, bilirubină și metalbumină Oxihemoglobina eliberată din eritrocitele lizate are o culoare roșie, prezența sa provoacă culoarea roz a LCR, în timp ce reacția la sânge este puternic pozitivă, iar la bilirubină este negativă Apariția bilirubinei, formată din oxihemoglobină sub acțiunea hemooxidazei, localizată în celulele plexului coroid, cortexului și arahnoidului creierului, se manifestă prin culoarea portocalie a LCR Activitatea acestei enzime în patologia sistemului nervos central crește de până la ori Trecerea hemoglobinei la bilirubină durează până la ore, astfel încât bilirubina apare după oxihemoglobină Bilirubina în combinație cu hemoglobina este determinată în LCR după ore din momentul hemoragiei în %, după ore - în % și după ore - la % dintre pacienți În același timp, după ore, bilirubina predomină în LCR, iar reacția la hemoglobină este slab pozitivă Culoarea portocalie a LCR dispare în - zile Methemoglobina și metalbumina sunt maro și provoacă LCR maro închis sau galben-maro Această culoare a LCR este adesea observată în hematoamele și hemoragiile încapsulate Culoarea galbenă a LCR (xantocromie) apare după - zile, ceea ce este confirmat de o reacție pozitivă a LCR la bilirubină și dispare (reacție negativă la bilirubină) după - de zile Durata medie a xantocromiei este de de zile Bilirubinarhia cu un conținut proteic în LCR mai mic de , g/l și în absența icterului și hipercarotenemiei este o consecință a unei leziuni cerebrale traumatice anterioare, hemoragie la nivelul creierului sau măduvei spinării În accidentul vascular cerebral hemoragic, ruptura unui anevrism al unui vas cerebral sau leziunea cerebrală traumatică cu hemoragie masivă, bilirubinarhia (xantocromie) apare în prima zi, cu hemoragie subarahnoidiană, intensitatea acesteia crește de obicei în ziua a -a- Scăderea gradului de bilirubinarhie și dispariția acestuia sunt direct dependente de cauza hemoragiei Când un anevrism se rupe, bilirubinarhia persistă - , luni, iar pentru accidente vasculare cerebrale și leziuni cerebrale traumatice care nu sunt însoțite de sângerare, timp de - zile Utilizarea benzilor de diagnosticare pentru determinarea oxihemoglobinei și bilirubinei vă permite să determinați timpul de sângerare, încetarea acesteia și eliberarea treptată a LCR din produsele de descompunere a sângelui Cu ajutorul benzilor de diagnosticare "chimie uscată" este posibilă monitorizarea dinamică a cursului procesului patologic în sistemul nervos central Bilirubinarhia congestivă (xantocromia) este rezultatul fluxului sanguin lent în vasele creierului Încălcarea hemodinamicii duce la o creștere a permeabilității pereților vaselor de sânge și la fluxul de plasmă de sânge de culoare galbenă (bilirubină) în LCR Această bilirubinarhie este constantă și este însoțită de hiperproteinarhie Bilirubinarhia congestivă apare în INVESTIGAȚII CHIMICE ȘI MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE în tumorile vascularizate ale SNC, comunicând direct cu spațiile lichidului cefalorahidian, cu blocarea spațiului subarahnoidian, compresie, meningită (în principal în tuberculoză) și arahnoidită Bilirubinarhia fiziologică (xantocromia) apare la nou-născuți și la aproape toți copiii prematuri Această stare patologică se explică prin permeabilitatea crescută a barierei hematoencefalice (BBB) pentru bilirubina plasmatică Bilirubina, ca compus solubil în grăsimi, are o afinitate mare pentru tecile de mielină, deoarece acestea conțin o cantitate mare de fosfolipide Bilirubinarhia falsă este cauzată de pătrunderea lipocromilor sau a medicamentelor în LCR, cum ar fi benzilpenicilina În același timp, LCR devine galben, iar reacția zonei de diagnostic a benzii la bilirubină este negativă Culoarea verde a LCR este observată cu bilirubinarhie severă ca urmare a oxidării bilirubinei la biliverdină Culoarea verde a LCR este dată de un amestec de puroi, în acest caz LCR este tulbure, ceea ce se observă cu meningită purulentă, o străpungere a unui abces cerebral în spațiul subarahnoidian sau în cavitatea ventriculilor creierului, pH pH-ul este unul dintre indicatorii biochimici relativ stabili ai LCR La persoanele sănătoase, pH-ul LCR lombar este , - , , iar cel al LCR cisternal este , - , , ceea ce este oarecum mai mic decât pH-ul plasmei sanguine Modificările pH-ului LCR afectează ventilația alveolară și circulația cerebrală și, în consecință, starea de conștiență Cu un BBB intact, pH-ul LCR rămâne constant chiar și atunci când pH-ul plasmatic se modifică Acidoza metabolică este cea mai frecventă în uremie, cetoacidoză diabetică sau intoxicație cu alcool și în intoxicația cu metanol În ciuda posibilei scăderi a pH-ului plasmei sanguine la , - , , pH-ul LCR rămâne în intervalul normal sau scade foarte ușor Acest lucru se explică printr-o scădere semnificativă a pCO în LCR comparativ cu plasma sanguină datorită creșterii circulației cerebrale Alcaloza metabolică se observă în bolile ficatului, vărsături prelungite, aportul de substanțe alcaline În același timp, pH-ul plasmatic este de obicei normal sau ușor crescut, iar pH-ul LCR poate scădea în mod paradoxal la , Acidoza respiratorie datorată insuficienței pulmonare se caracterizează printr-o scădere ușoară a pH-ului LCR în comparație cu pH-ul plasmatic Alcaloza respiratorie cauzată de leziuni cerebrale, intoxicații (în special salicilați) și boli hepatice se caracterizează printr-o creștere a pH-ului plasmatic la , , în timp ce pH-ul LCR rămâne în intervalul normal Acidoza primară a LCR se observă în bolile sistemului nervos central (hemoragii subarahnoidiene și cerebrale severe, leziuni cerebrale traumatice, infarct cerebral, meningită purulentă, status epilepticus, leziuni cerebrale metastatice) La lotul pacientilor cu hemoragie cerebrala si scadere a pH-ului LCR se inregistreaza mortalitate mai mare fata de lotul pacientilor cu o valoare a pH-ului normal Determinarea pH-ului LCR este indicativă pentru alegerea tacticilor terapeutice și prognosticul bolii Determinarea pH-ului LCR folosind zona de diagnosticare, care face parte din orice politest, este practic imposibilă din cauza sensibilității scăzute a benzilor de testare INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE PROTEINARHIE LCR normal conține proteine (proteinarhie) Conținutul de proteine în LCR lombar este de , - , , ventricular - , - , , cistern - , - , g/l În același timp, o concentrație proteică de , g/l este considerată ca o valoare limită patologiei, iar o concentrație proteică de , g/l este considerată un semn al LCR lombar hidrocefalic Valorile normale ale proteinei LCR depind de metoda de laborator utilizată și pot varia mai mult Hipoproteinarhie O scădere a conținutului de proteine în LCR lombar cu mai puțin de , g/l este un semn de LCR hidrocefalic Hipoproteinarhia este rară și poate rezulta dintr-o scădere a proteinei serice în LCR sau o creștere a ratei schimbului acestuia O creștere a ratei schimbului de LCR ca rezultat al reabsorbției crescute este observată cu o creștere a presiunii intracraniene Cu toate acestea, mai des se observă hipoproteinarhia după îndepărtarea unei cantități mari de LCR în timpul pneumoencefalografiei și a tratamentului hidrocefaliei S-a descris o scădere a nivelului de proteine totale la pacienții cu hipertensiune intracraniană benignă, hipertiroidism și unele leucemii Hiperproteinarhia - o creștere a conținutului de proteine din LCR - un indicator al procesului patologic O creștere a proteinei în LCR în timpul diferitelor procese patologice (inflamație, traumatisme, tumori) depinde de tulburările hemodinamice ale vaselor creierului, ceea ce duce la o creștere a permeabilității pereților acestora și la intrarea proteinelor plasmatice din sânge în LCR Fluxul de sânge în spațiile lichidului cefalorahidian în cazul rupturii vaselor cerebrale sau a produselor de descompunere ai unei tumori cerebrale crește gradul de hiperproteinarhie Hemoragiile subarahnoidiene de diferite etiologii sunt întotdeauna însoțite de hiperproteinarhie, atât ca urmare a fluxului sanguin direct în spațiile lichidului cefalorahidian, cât și ca urmare a unei încălcări a permeabilității peretelui vascular În accidentele vasculare cerebrale ischemice, hiperproteinarhia este rar observată, conținutul de proteine din LCR variază de la , la , g/l În cazul accidentelor vasculare cerebrale hemoragice, se observă hiperproteinarhie semnificativă - până la , g / l Tumorile cerebrale sunt însoțite de hiperproteinarhie, care depinde de structura tumorii Cu glioamele emisferelor cerebrale, indiferent de localizarea lor, în aproximativ % din cazuri, se observă o creștere a conținutului de proteine din LCR În formele imature de glioame, hiperproteinarhia este observată în % din cazuri Aproape toate tumorile vasculare sunt însoțite de hiperproteinarhie La pacienții cu tumori cerebrale, coeficientul albumină-globulină LCR poate rămâne în limitele normale, dar raportul fracțiilor de globulină se modifică În tumorile cerebrale benigne, a-globulinele cresc ușor În tumorile cerebrale maligne, gradul de modificare a raportului dintre fracțiile proteice crește în funcție de gradul de malignitate a tumorii Există o scădere a cantității de oc}- și a -globuline și o creștere a conținutului de £- și y-globuline Procesele inflamatorii cronice de diferite etiologii (arahnoidita, arahnoenpefalita, encefalita periventrală) sunt însoțite de o creștere a conținutului de proteine în LCR la aproximativ % dintre pacienți În acest caz, mai des concentrația de proteine este de , - , , mai rar - , - , g / l O creștere a proteinelor la , - , g/l sugerează o exacerbare a procesului inflamator În procesele inflamatorii din SNC în LCR, există o creștere a conținutului de oq-, os,- și y-globuline, iar proporția de albumină scade Cu un abces cerebral în stadiul inițial, proteina din LCR crește nesemnificativ Când meningele sau pereții ventriculilor laterali sunt implicați în proces, cantitatea de proteine în R % din cazuri ajunge la , g / l INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE În cisticercoza creierului, care este aproape întotdeauna însoțită de arahnoidita cronică, la aproximativ % dintre pacienți nivelul proteic din LCR este crescut la , - , g/l, indiferent de localizarea veziculelor de cisticercoză Numai atunci când sunt localizate în fosa craniană posterioară și în cavitatea ventriculului IV, conținutul de proteine este în limitele normale La pacienții cu leziuni cerebrale traumatice, raportul albumină-globuline crește din cauza albuminei Deoarece presiunea osmotică a albuminei este mai mare decât cea a globulinelor, redistribuirea fracțiilor proteice este unul dintre mecanismele de protecție care previn edemul cerebral În plasma sanguină a pacienților în această perioadă, conținutul de albumină este redus, PROTEINE INDIVIDUALE ALE LICHIDULUI SPIN CEREBRAL La adulții sănătoși, aproximativ % din proteinele LCR provin din plasmă, iar % dintre proteine sunt de origine intratecală Cantitatea de proteine din LCR este semnificativ mai mică, iar distribuția fracțiilor sale și a proteinelor individuale diferă semnificativ de cele din plasma sanguină datorită prezenței BBB tabelul B - prezintă conținutul și compoziția proteinelor LCR Tabelul - Compoziția proteică a LCR adult (în conformitate cu: Clinical Diagnosis and Management by Laboratory Methods Ed / Ed JB Henry) Proteine Conținutul de proteine LCR Conținutul de proteine plasmatice Raportul plasma/CSF Proteine totale , - , G/L g/L Prealbumină - mg/l ( - %) mg/l Albumină - mg/l ( - %) - % sh-Globuline - mg/l ( - %) - % a -Globuline - mg/l ( - %) - % rgglobuline - mg/l ( - %) - % γ-Globuline - mg/l ( - %) - % Transferrin , ± , mg/l mg/l - Ceruloplasmină , ± , mg/l mg/l - IgG , ± , mg/l mg/l IgA , + , mg/l mg/l a -Macroglobulina , ± , mg/l mg/l Fibrinogen , mg/l mg/l idm , mg/l mg/l p-Lipoproteină , mg/l mg/l Dacă, în timpul unui studiu de diagnostic, se stabilește că fracția de proteine serice din LCR este mai mică de %, se poate afirma cu încredere că BBB nu este perturbat Cea mai mare parte a proteinei totale din LCR este albumina Vârsta nu are aproape niciun efect asupra conținutului său De regulă, există o relație directă între cantitatea de proteină totală și albumină, ceea ce indică o labilitate mai mare a albuminei în comparație cu globulinele Albumina LCR este derivată exclusiv din albumina plasmatică Albumina este cel mai important indicator care face posibilă demonstrarea unei încălcări a funcției BBB și este considerată un semn nespecific de patologie Concentrația sa normală crește de la spațiul ventricular la cel lombar, ceea ce se explică prin permeabilitatea limitelor spațiului LCR subarahnoidian spinal Concentrația de albumină crește de la LCR ventricular la lombar INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE de aproape ori În LCR normal, conținutul de albumină variază de la , la , g/l și mai mult Aproape orice tulburare a BBB duce la o creștere a concentrației absolute de albumină în LCR și la o creștere a raportului dintre concentrația de albumină LCR și albumina plasmatică (Tabelele - ) Tabelul - Gradul de disfuncție a barierei hematoencefalice în patologia creierului Starea funcției/gradul de disfuncție raportul albumină LCR/albumină plasmatică Cauză posibilă Normal Mai puțin de x - Aproximativ jumătate din țesutul cerebral, în special cortexul, nu este în contact cu LCR, astfel încât patologia acestor zone nu va afecta compoziția LCR Slab Pana la - Scleroza multipla Encefalita cronică asociată HIV Polineuropatia alcoolică Scleroza laterala amiotrofica Moderat Până la x O' Meningită virală Meningoencefalita oportunista Polineuropatia diabetică Infarct cerebral atrofie corticală Severă Mai mult de x SR Meningită tuberculoasă polinevrita Gillian-Barr Meningopolinevrita Raportul albumină/globulină din LCR reglează presiunea osmotică din SNC Conținutul normal de proteine totale din LCR nu indică încă absența patologiei SNC; leziunea sa organică este indicată de o modificare a raporturilor fracțiilor proteice, care este determinată de electroforeză Proteinele LCR sintetizate de țesuturile creierului și meninge (intratecal) sunt prezentate în tabel - Tabelul - Proteine LCR sintetizate intratecal de țesuturile creierului și meninge (conform; Laborator clinic / Diagnostice / Ed L Thomas, ) Proteine Masă moleculară, kDa Conținut în LCR Conținut în plasma sanguină Raport LCR/plasmă sanguină Sinteză intratecală, % Transtiretină (prealbumină) mg/l mg/l , Prostaglandin-D-sintetază mg/l , mg/l > Cistatina C mg/l , mg/l > > Apoproteina E mg/l , mg/l , P-Microglobulina mg/l , mg/l , Enolaza specifică neuronului µg/l , µg/l , > Feritină µg/l µg/l , Proteina S µg/l > , µg/l - - Proteina bazică mielină , µg/l > , µg/l - - IL- , ng/l ng/l , TNF-a , ng/l ng/l , Acetilcolinesteraza neuronală U/l U/l , > INVESTIGAȚII CHIMICE MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE PROTEINE ALE CREIERULUI VASCULAR Transteritina (prealbumina), prostaglandina-D-shitetaza si cistatina C sunt sintetizate in membranele vasculare si de acolo patrund in limfa Conținutul relativ de prealbumină în LCR este de ori mai mare decât concentrația sa în plasma sanguină: plasma sanguină - , %, LCR - , % din proteinele totale Deoarece prealbumina este sintetizată de endoteliul plexului coroid al creierului, concentrația sa scăzută în LCR lombar indică obstrucția coloanei vertebrale Prostaglandina-P-sintetază este o proteină sintetizată de endoteliul membranelor vaselor cerebrale Se propune determinarea acestei proteine în plasma sanguină și utilizarea acesteia ca marker al apariției unei fistule în spațiile LCR PROTEINE PARENCHIMULUI CREIERULUI Determinarea proteinelor parenchimatoase cerebrale are o valoare diagnostică mică Chiar și cu distrugerea celulelor creierului, concentrația de enolază neurospecifică, proteină SOOO, proteină mielină bazică, proteină acidă gliafibrilară și acetilcolinesteraza neuronală este mai mică de mg/l Conținutul de enolază neurospecifică (ISE, NSE) în LCR în timpul accidentului vascular cerebral crește la μg/l sau mai mult, concentrația maximă este observată în a -a- -a zi În boala Klinefelter, cantitatea de enolază neurospecifică crește la µg/l sau mai mult, ceea ce este un criteriu de diagnostic important pentru această patologie, care este greu de distins de alte boli ale cortexului cerebral, mai ales în stadiile incipiente În boala Alzheimer, conținutul de enolaze neurospecifice din LCR, de regulă, rămâne în intervalul normal În tumorile cerebrale, proteinele marker tumorali, în special antigenul embrionar al cancerului, ating rar concentrații mai mari de µg/L PROTEINELE MICROGLIEI ȘI SISTEMUL MACROFAGAL Pentru a determina activitatea proteinelor microgliale și macrofage, se utilizează determinarea p -microglobulinei și a neopterinei în LCR p-Microglobulina reflectă activitatea celulelor T, iar neopterina reflectă activitatea macrofagelor În mod normal, mai puțin de % din LCR p -microglobulina provine din plasma sanguină; neopterina LCR este, de asemenea, doar , % din plasmă și , % din origine intratecală Concentrația p,-microglobulinei în LCR este mai mică de mg/l, neopterina este mai mică de µmol/l În procesele inflamatorii cronice din SNC, concentrația p,-microglobulinei și neopterinei reflectă gradul de activare a microgliei și macrofagelor intraparenchimatoase Această reacție este deosebit de pronunțată în encefalopatia indusă de HIV O creștere a concentrației de P -microglobuline în LCR cu mai mult de mg/l și a neopterinei cu mai mult de µmol/l indică implicarea proteinelor microgliale și a sistemului macrofag în procesul inflamator Concentrația de neopterina de la la µmol/l indică evoluția bolii, iar concentrația sa de peste µmol/l indică evoluția agresivă a procesului patologic GLICOARHIE În LCR, conținutul de glucoză este cu aproximativ % mai mic decât în plasma sanguină În LCR suboccipital și ventricular, concentrația de glucoză este cu - % mai mare decât în LCR lombar Conținutul de glucoză din LCR al nou-născuților și prematurilor este puțin mai mare decât la adulți Este de dorit să se determine concentrația de glucoză în LCR simultan cu determinarea nivelului acesteia în plasma sanguină la - ore după masă INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE La niveluri normale de glucoză în plasmă în LCR lombar, concentrația de glucoză este de aproximativ % din nivelul său plasmatic În hiperglicemie, diferența dintre LCR și sânge crește semnificativ: concentrația de glucoză în LCR lombar este de doar - % din nivelul său plasmatic Nivelul de glucoză din LCR este rezultatul transportului său activ prin BBB, al utilizării de către celule a arahnoidului, ependimului, gliei, neuronilor și ieșirii în sistemul venos Nivelul de glucoză din LCR este unul dintre indicatorii importanți ai funcției BBB, care este utilizat pe scară largă pentru a-l evalua Glucoza este principalul substrat al metabolismului energetic al neuronilor Hipoglicoarhie - o scădere a nivelului de glucoză în LCR sub , mmol / l sau o scădere a raportului glucoză plasmatică / glucoză LCR sub , Hipoglicoarhia se observă în meningita bacteriană tuberculoasă sau fungică Cauzele hipoglicoarhiei în aceste boli sunt glicoliza crescută, transportul afectat prin BBB, utilizarea crescută a glucozei de către celule, în special leucocite Meningita cauzata de ciuperci la - % dintre pacienti apare cu hipoglico-arhia Modificări similare se observă în meningita amibiană Cu meningita sifilitică, nu există o scădere a glucozei în LCR Cu cisticercoză și trichineloză, % dintre pacienți au hipoglicoarhie Meningita virală este însoțită și de hipoglicoarhie, cu toate acestea, scăderea nivelului de glucoză este neexprimată și de multe ori nu atinge valori critice În tumorile primare și metastatice ale meningelor se remarcă hipoglicoarhie pronunțată, ajungând la dispariția aproape completă a glucozei din LCR (glioame, sarcoame, limfoame, neuroleucemie, melanoame, carcinoame metastatice din plămâni, stomac) Principala cauză a hipoglicoarhiei în acest caz este utilizarea intensivă a glucozei de către celulele tumorale, încălcând permeabilitatea BBB În cazul hemoragiilor subarahnoidiene, se observă o ușoară hipoglicoarhie în prima zi Hiperglicoarhia este relativ rară Dacă se detectează glucoză ridicată în LCR, trebuie căutată hiperglicemia primară sau secundară, deși hiperglicoarhia este mai puțin frecventă în diabetul zaharat Psherglicoarhia este exprimată în timpul somnului, ceea ce se explică prin circulația lentă a sângelui și o scădere a metabolismului general al țesutului cerebral O creștere combinată ușoară până la moderată a glucozei în plasmă și LCR este observată în leziunile cerebrale și unele tipuri de meningoencefalită Hiperglicoarhia se remarcă și la pacienții cu accidente cerebrovasculare ischemice: cea mai mare creștere a concentrației de glucoză se observă în accidentul vascular cerebral hemoragic, mai puțin pronunțat în accidentul vascular cerebral ischemic și nesemnificativ în accidentele cerebrovasculare tranzitorii Cu arahnoidita, panencefalita hiperkinetică progresivă, hernia de disc, hemoragia cerebrală, polinevrita și alte boli ale SNC, conținutul de glucoză din LCR, de regulă, rămâne în intervalul normal (Tabelul - ) CETONARHIE Cetonarhia se dezvoltă după intervenția chirurgicală la meninge, cu leziuni cranio-cerebrale, hemoragii subarahnoidiene, encefalografie, iritație severă și excitare a sistemului nervos central Cetonarhia după intervenție chirurgicală se explică prin defalcarea proteinelor din cauza traumei chirurgicale, precum și prin încălcarea utilizării corpilor cetonici, care sunt în mod normal un substrat pentru celulele SNC INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Tabelul - Conținutul de glucoză din lichidul cefalorahidian în bolile sistemului nervos central Glucoză de boală, mmol/l Glucoză de boală, mmol/l Control , ± , AVC ischemic , + , Meningită seroasă , ± , AVC hemoragic , + , Meningita purulenta , + , Hematom intracerebral , + , Meningita tuberculoasă , + , Hemoragie cerebrală cu pătrundere în spațiul LCR , + , Scleroza multiplă , + , Hemoragie subarahnoidiană , + , Panencefalită hiperkinetică progresivă , ± , Hernie de disc , + , Arahnoidita , ± , Tabes dorsalis , ± , Neoplasme benigne , + , Paralizie progresivă , + , Neoplasme maligne , + , Sifilis cefalorahidian , + , Tulburări tranzitorii ale circulației cerebrale , ± , Epilepsie , ± , NITRIȚI Acest test, pentru a detecta deșeurile bacteriene - nitriți - poate fi folosit pentru studiul LCR În mod normal, LCR este steril, prin urmare, un test pozitiv de І^ssa, încorporat în benzile de diagnostic, face posibilă stabilirea în timp util a etiologiei meningitei, urmată de un studiu microbiologic Cu meningită purulentă, N meningitidis, St pneumoniae, S aureus, streptococi din grupele A, B, D, H, E coli, Klebsiella, Proteus, Pseudomonas Aceste microorganisme sunt capabile să reducă nitrații la nitriți, de exemplu cu un număr suficient de bacterii în LCR, reacția Griess este pozitivă Cu toate acestea, rezultatele acestui test sunt negative în meningita aseptică, meningita tuberculoasă și stafilococică, deoarece Mycobacterium tuberculosis și stafilococul nu restabilește nitrații în nitriți Pentru a detecta meningococul, agentul cauzal al meningitei epidemice, LCR colectat într-un tub steril este trimis imediat la un laborator bacteriologic pentru cultură Când LCR este răcit, meningococul moare rapid Pentru examinarea bacterioscopică, LCR transparent este centrifugat și se prepară un frotiu din sediment LCR tulbure nu este centrifugat Frotiurile sunt colorate conform Gram Detectarea altor agenți patogeni ai meningitei purulente este posibilă cu o examinare bacterioscopică a preparatelor LCR colorate cu Gram Identificarea fiabilă a microorganismelor se realizează prin inoculare pe medii nutritive adecvate și examinarea bacteriologică ulterioară Frotiurile pentru colorare conform Ziehl-Neelsen sunt preparate din sedimentul de LCR după centrifugare și din filmul fibrinos Examinarea microscopică a lichidului cefalorahidian Examinarea citologică a LCR este efectuată pentru a determina citoza - numărul total de elemente celulare în μl sau litru de LCR - urmată de diferențierea elementelor celulare (formula lichior), iar în unele cazuri - numărarea numărului de sânge roșu celule INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE DEFINIȚIA CITOZEI Pentru a obține un rezultat precis, este necesar să numărați numărul total de celule din LCR în cel mult de minute de la primirea acestuia S-a stabilit că distrugerea eritrocitelor, leucocitelor și elementelor celulare tisulare are loc datorită conținutului scăzut de proteine din LCR, care are un efect stabilizator asupra membranelor celulare Pentru a evita amestecul de sânge "de călătorie" pentru examinarea citologică, se recomandă să se ia al doilea sau al treilea tub din LCR obținut, O cameră Fuchs-Rosenthal de ui este utilizată pentru a număra numărul de celule din LCR Conform recomandărilor laboratorului lichirologic al Institutului de Cercetare în Neurochirurgie Burdenko, atunci când se numără numărul de celule din camera Fuchs-Rosenthal, este necesar să se respecte următorul algoritm: • există o mulțime de celule, grila nu este vizibilă - se dă un răspuns descriptiv - elementele celulare acoperă dens camera și nu sunt supuse calculului cantitativ; • sunt multe celule, grila este vizibilă - celulele sunt numărate într-un pătrat mic al camerei, iar rezultatul este înmulțit cu ; • sunt puține celule, grila este vizibilă - celulele sunt numărate într-un rând de pătrate mici ( pătrate mici) și rezultatul este înmulțit cu ; • puţine celule - celulele se numără în rânduri de pătrate mici ( pătrate mici), iar rezultatul se înmulţeşte cu ; • foarte puține celule - celulele sunt numărate în toate cele de pătrate mici La calcularea formulei celulare CSF, nu toate camerele Fuchs-Rosenthal pot fi examinate la o mărire mare datorită grosimii lor Se recomandă o picătură de LCR bine amestecat se colorează cu reactiv Samson, se pune pe o lamă de sticlă obișnuită, se acoperă cu o lamă și se diferențiază celulele LCR la o mărire mare a microscopului Dacă unele celule nu sunt identificate, o picătură de ulei de imersie poate fi aplicată pe lamela și celulele sunt examinate pentru imersie Dacă există puține celule în LCR (normocitoză sau pleocitoză ușoară), acesta trebuie centrifugat timp de minute la o viteză de rpm, scurgeți sau aspirați supernatantul și amestecați ușor sedimentul Pregătiți - frotiuri pentru colorarea cu azur-eozină și adăugați picătură de reactiv Samson în sediment și amestecați ușor După minute, puneți o picătură de sediment de LCR colorat cu reactiv Samson pe o lamă de sticlă și acoperiți cu o lamă mare În același timp, numărul de celule crește și diferențierea lor devine posibilă la mărire mare (cu un factor de ) și în timpul imersiei (cu o mărire de sau de ori) De obicei se diferențiază sau de celule și răspunsul este dat sub forma unei formule LCR Celulele tisulare pot fi introduse în formulă sau se poate indica numărul lor la de leucocite Pentru a obține preparate cu un singur strat de LCR, se recomandă utilizarea unei citocentrifugă Colorarea frotiurilor de LCR necesită utilizarea raporturilor stabilite de azur și eozină, prefixare și aderență la timpul de colorare LCR normal adult nu conține practic niciun element celular În LCR ventricular, - celule sunt înregistrate în pl, în LCR suboccipital - - celule în pl, în lombar - - celule în pl Conținutul de celule din LCR normal scade de la lombar la suboccipital, iar celulele sunt practic absente în LCR ventricular Numărul total de celule din LCR lombar (normocitoză) în funcție de vârstă este prezentat în tabel - La nou-născuții la termen și prematuri, numărul de leucocite este aproape același și este de - x / l INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Tabelul - Normocitoza în funcție de vârstă (Ammon J : Richterich R , ) Vârstă Numărul de celule în litru de LCR lombar De la la luni - x l De la luni si o zi pana la an - x l De la an si luna pana la ani - x l De la ani si luna pana la ani - x l De la ani si luna pana la ani - x l De la ani si luna pana la ani - x l Peste adere - x l Adulti - x l O creștere a numărului de celule din LCR (pleocitoză) este considerată un semn al unei leziuni organice a SNC (Tabelele - , - ), deși unele boli ale SNC sunt însoțite de un număr normal de celule (normocitoză) Criteriul pentru pleocitoză este numărul de celule din LCR lombar: • slab sau ușor - - х /l ( , - , х /l); • moderat - - х /l ( , - , х /l); • exprimat - - x /l ( , - , x /l); • pronunțat - mai mult de x /l (> x /l); • masiv - mai mult de х /l Tabelul - Pleocitoza în diferite boli ale sistemului nervos central Boli Numărul de celule într-un litru de LCR Meningita bacteriana acuta Mai mult de x l Actinomicoza SNC Aproximativ x l Meningoencefalita virala (virus Coxsackie, ECHO-virusuri", adenovirus) - x l Meningita tuberculoasa (stadiul acut) , - , x l Leziune herpetică a sistemului nervos central Mai puțin de x l Mielită Mai puțin de , x l Meningita seroasa , - , x l si mai mult Abces cerebral - x l Encefalita , - , x l Scleroza multipla - x l Neurosifilis (diverse forme) , - , x l Neuroleucemie De la , - , x l la - x l Tumori înainte de operație - x l Tumori după intervenție chirurgicală Pleocitoză severă, în scădere rapidă Epilepsie, hidrocefalie, arahnoidită, spondiloză, panencefalită hiperkinetică progresivă, procese distrofice Cel mai adesea normocitoză Hernie de disc medială Pleocitoză minoră *■ Coxsackievirus aparține genului de enterovirusuri din familia lycornaviridae (Coxsackievirus tip A include de serotipuri, tip B - serotipuri) "* Virusurile ECHO aparțin genului Enterovirus din familia lycornaviridae, agenții cauzatori ai meningitei aseptice INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Tabelul - Modificări ale numărului de elemente celulare din LCR lombar în accidentele cerebrovasculare acute Boli Număr de elemente celulare Tulburări tranzitorii ale circulaţiei cerebrale Normocitoză Accident vascular cerebral ischemic In primele de ore se dezvolta pleocitoza pronuntata, ajungand la maxim in zilele - , apoi in scadere Numărul de leucocite variază de la la , x /l Accident vascular cerebral hemoragic Pleocitoză severă, în medie , - , x %, maxim se observă în zilele - Hematom intracerebral La început există o pleocitoză semnificativă - , % , x %, apoi numărul de celule scade Hemoragie în creier cu pătrundere în spațiul lichior În primele de ore, se înregistrează pleocitoză pronunțată, în medie , - , x %, apoi numărul de celule scade rapid la valori moderate Hemoragia subarahnoidiană În primele de ore, pleocitoza este moderată, în zilele - - pronunțată ( , - , x %), după % din săptămâni numărul de celule scade la valori normale Elementele celulare ale lichidului cefalorahidian ORIGINEA SI DIFERENȚIAREA CELULELE LCR Metodele moderne de examinare citologică (microscopie cu lumină, electroni și contrast de fază, studii citochimice, imunocitologice, studii cu anticorpi monoclonali) demonstrează că toate celulele LCR (cu excepția celulelor arahnoendoteliale și a celulelor ependimului) sunt de origine hematogenă Celulele normale și anormale persistă în LCR de la - ore până la câteva zile Celulele LCR sunt îndepărtate prin liză intratecală (eritrocite și majoritatea leucocitelor), migrează înapoi în sânge și limfă sau suferă fagocitoză Macrofagele folosesc o parte din eritrocite și o mică parte din leucocite Liza celulară direct în LCR (liza intratecală) este activată ca urmare a scăderii conținutului de proteine și a presiunii oncotice diferite care rezultă, ceea ce determină labilitatea membranelor celulare Deosebit de ușoară este liza granulocitelor bazofile, eozinofile și neutrofile Compoziția celulară a LCR obținută folosind tehnologia citocentrifugei este prezentată în tabel - Tabelul - Leucograma LCR obţinută din preparate preparate pe o citocentrifugă Tipul de celule Adulți, % Nou-născuți, % Limfocite ± + Monocite ± ± Neutrofile ± ± Eozinofile Rare Rare Histiocite (macrofage) Rareori + Celulele ependimale Rare Rare Formula lichidului cefalorahidian a persoanelor sănătoase este reprezentată în principal de limfocite ( %) și monocite ( %) Granulocitele neutrofile sunt, de asemenea, prezente în LCR al nou-născuților sănătoși la termen și prematuri, al căror conținut variază de la la % LCR normal conține % limfocite T și INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE % limfocite B Citoza normală și formula normală de LCR nu exclud prezența unui proces patologic în SNC Modificările în formula LCR sunt semne ale unui proces patologic în SNC, iar în procesele inflamatorii din SNC au o importanță clinică deosebită Modificarea raportului elementelor celulare din LCR în timpul inflamației corespunde regulii SchiUing, conform căreia în timpul proceselor infecțioase se observă fazele gri ale apărării celulare: • neutrofil, sau protector, - poate fi scurt (câteva ore) sau lung (câteva zile); • fagocitar - cu participarea celulelor mononucleare ale sistemului fagocitar, durata acestei faze este mai mare decât cea de protecție; • limfocitar - scade numarul de elemente celulare (pleocitoza), iar in LCR apar limfocite calme, mici; Această fază este cea mai lungă și poate dura câteva luni Schimbarea regulată a unei reacții celulare la alta poate fi urmărită în bolile inflamatorii ale sistemului nervos central, cum ar fi meningita bacteriană și tuberculoasă și encefalita virală Odată cu inflamație, în LCR apar granulocite, macrofage și limfocite segmentate Granulocitele sunt primele care intră în LCR Intensitatea procesului inflamator depinde de numărul de leucocite din LCR Majoritatea leucocitelor nu ajung în LCR, rămânând în spațiul perivascular Neutrofilele mature pătrund în LCR mai des decât cele tinere și îndeplinesc funcția de microfagocite (bacteriofage) și uneori de macrofage (eritrofage) Neutrofilele cresc permeabilitatea BBB, slăbind monostratul endotelial al plexului coroid cu ajutorul enzimelor lizozomale și peroxidului de hidrogen După ceva timp, neutrofilele sunt înlocuite treptat cu fagocite mononucleolare (macrofage) Neutrofilele pătrund în focarul inflamației rapid, iar macrofagele - încet Fagocitoza se încheie cu distrugerea elementelor celulare și a bacteriilor Odată cu inflamația și alte boli ale sistemului nervos central, apar modificări cantitative și calitative ale limfocitelor, caracterizate prin apariția limfocitelor activate Se disting prin dimensiunea lor mare, structura mai slabă a cromatinei nucleare, bazofilie pronunțată a citoplasmei Aceste modificări sunt deosebit de pronunțate în LCR în meningoencefalita virală, meningita tuberculoasă, scleroza multiplă, neurosifilis, polinevrite și unele tumori cerebrale Raportul dintre limfocitele T și B se modifică O creștere a conținutului de macrofage în hemoragiile subarahnoidiene și alte boli ale vaselor cerebrale este caracteristică Prezența eritrofagelor și hematoidinofagelor în LCR cu sânge, sânge sau incolor este un indiciu al hemoragiei cerebrale Se crede că prezența chiar și a unei singure celule maligne în LCR confirmă diagnosticul unei tumori cerebrale Prezența mai multor blasturi în formula LCR este un semn de neuroleucemie În multe boli ale sistemului nervos central, se observă o reacție polimorfocelulară Predominanța unui anumit tip de celule depinde de faza bolii În meningita tuberculoasă, pleocitoza neutrofilă se observă la debutul bolii, neutrofilă-monocitară-limfocitară la apogeul bolii și limfoplasmocitară sau fagocitară la sfârșitul bolii Într-un proces inflamator acut, se notează neutrofil, într-unul cronic - pleocitoza limfoidă LIMFOCITELE Limfocitele fac parte din LCR normal ( - celule în µl) Când sunt colorate cu azur-eozină, limfocitele arată la fel ca în frotiurile periferice INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE sânge Nucleii au o structură grosieră aglomerată, cu limpeziri de oxicromatină între bulgări de bazicromatină Citoplasma, de obicei bazofilă, înconjoară nucleul cu o margine îngustă Diametrul limfocitelor mici corespunde cu diametrul unui eritrocit ( - microni) În mod normal, în LCR sunt prezente doar limfocite mici Uneori, în LCR, se găsesc limfocite unice de o dimensiune ceva mai mare ( - microni), ale căror nuclee sunt înconjurate de o margine mai largă a citoplasmei, tonuri de albastru deschis sau închis La nou-născuți, în LCR se observă o combinație de prolimfocite, limfocite medii și mici În procesele patologice din sistemul nervos central, limfocitele diferă prin polimorfism Ele se numesc activate, reactive sau transformate, precum și limfoplasmocite și imunoblaste Limfocitele cu un diametru de - microni se numesc limfocite medii, iar mai mult de microni sunt numite mari Limfocitele mari au un nucleu rotunjit sau în formă de fasole, care ocupă cea mai mare parte a celulei, o margine destul de largă a citoplasmei, de culoare palidă sau ușor bazofilă În citoplasma unor limfocite se găsesc granule azurofile cu imunoglobuline (limfocite T) În astfel de celule, nucleii au o structură mai liberă, plină Activarea limfocitelor are loc pe fundalul unei infecții bacteriene, virale și parazitare, precum și cu dezvoltarea neoplasmelor maligne și a hemoragiilor În meningita virală se observă pleocitoză limfoidă pronunțată (mai mult de % din totalul leucocitelor) In procesele inflamatorii cronice ale meningelor (meningita tuberculoasa, arahnoidita cisticercoza), numarul de granulocite, limfocite si monocite creste proportional Numărul de limfocite crește ușor în tumori In primele ore dupa operatie apare pleocitoza neutrofila pe meninge, apoi este inlocuita cu pleocitoza limfoida Condițiile însoțite de o creștere a numărului de limfocite (pleocitoză limfoidă) în LCR sunt următoarele • Boli infecțioase o Meningita virala Meningita tuberculoasa Meningita micotică ❖ Encefalomielita amibiană Encefalopatie cu utilizarea inadecvată a medicamentelor - Encefalomielita acută diseminată • Alte patologii ale sistemului nervos central ❖ Sarcoidoza ❖ Polinevrita -o Periarterita cu afectarea vaselor cerebrale MONOCITELE Monocitele sunt a doua populație celulară majoră în LCR normal, completând citoza normală În mod normal, numărul lor este de - celule în µl În preparatele colorate cu azur-eozină, monocitele LCR nu se pot distinge de monocitele din sângele periferic INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Monocitele sunt celule mari, cu un diametru de - microni Raportul dintre nucleu și citoplasmă este același Nucleii arată ca un rinichi sau o potcoavă de formă ovală sau neregulată, uneori un fragment al nucleului iese într-o crestătură sub forma unei limbi Structura nucleelor este laxă, constând din filamente subțiri de cromatină cu sigilii mici și mici, colorate cu azur-eozină într-o culoare roșiatică-violet Nucleul este mai ușor în comparație cu limfocitele și neutrofilele, uneori rămășițele de nucleoli sunt determinate în nuclei Citoplasma se colorează cu albastru fumuriu sau cenușiu (mai rar albastru pal) și poate conține mici granule azurofile în jurul nucleului Culoarea citoplasmei depinde de vârsta celulei (cu cât celula este mai tânără, cu atât citoplasma este mai bazofilă) Citoplasma poate fi vacuolată fin, dar nu există incluziuni în vacuole sau are un contur clar Monocitele din LCR suferă distrofie mai repede decât limfocitele Monocitele mari cu un diametru de - microni se numesc monocite activate sau macrofage imature Ele diferă de macrofage prin absența particulelor fagocitate în vacuole Ele se găsesc în LCR în timpul unui proces inflamator, după encefalografie (ca indicator nespecific) sau administrarea intratecală de medicamente O creștere a numărului de monocite din formula LCR se observă în procesele inflamatorii cronice de grad scăzut din sistemul nervos central: meningită tuberculoasă, cisticercoză, neurosifilis, meningită virală, scleroză multiplă, panencefalită hiperkinetică progresivă, boli ischemice și tumori cerebrale Detectarea monocitelor în combinație cu celulele plasmatice și absența completă a macrofagelor în LCR după o intervenție chirurgicală pe creier sau măduva spinării indică vindecarea lentă a plăgii postoperatorii Răspunsul monocitelor este de obicei nespecific, găsit ca parte a unui răspuns celular mixt la inflamație, inclusiv o creștere a neutrofilelor, limfocitelor și celulelor plasmatice MACROFAGELE Macrofagele aparțin sistemului fagocitar mononuclear Macrofagele LCR aparțin grupului de macrofage nefixate; ele nu se găsesc în mod normal în LCR Macrofagele sunt celule mari, de obicei rotunde sau obișnuite de formă rotundă, cu un diametru de până la de microni Nucleul rotunjit ocupă o parte mai mică a celulei și este deplasat la periferie, picnotic De obicei, în citoplasma macrofagelor sunt vizibile în mod clar numeroase vacuole - goale sau care conțin elemente organice și anorganice fagocitate sau particulele acestora (celule, bacterii, viruși, cristale, picături de grăsime) Prezența a - macrofage în µl cu normocitoză este un semn de sângerare sau inflamație în SNC Macrofagele se găsesc întotdeauna în LCR al pacienților cu tumori cerebrale care cresc în lumenul ventriculilor creierului Un număr mare de macrofage în perioada postoperatorie indică o igienizare activă a LCR Un număr mic sau absența completă a macrofagelor este un semn de prognostic slab Dintre macrofage se disting bacteriofage, eritrofage, leucofage, macrofage cu cristale de hemosiderina, hematoidină, lipofage Când macrofagocitele își pierd capacitatea de a fagocita, ele pot fi fagocitate de alte macrofage mai tinere Macrofagele cu cristale de hematoidină și hemosiderin sunt clar vizibile în preparatele LCR Macrofagele/monocitele apar în LCR hemoragic la - ore de la debutul sângerării, iar după - ore începe fagocitoza activă a eritrocitelor Cristalele de hemosiderină se găsesc în macrofagele LCR în a - -a zi după hemoragia subarahnoidiană, leziune cerebrală traumatică STUDII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE sau alte cauze care au provocat sângerări în spaţiul LCR Eritrocitele din citoplasma macrofagelor sunt distruse rapid, apar vacuole goale, în care din hemoglobină se formează cristale de hemosiderin Acestea sunt bulgări de pigment galben închis de diferite dimensiuni în preparatele native și maro gălbui în preparatele colorate cu reactiv Samson, care conțin atomi de fier în molecula lor Prezența simultană a eritrofagelor și macrofagelor cu cristale de hemosiderin în LCR indică hemoragie continuă sau repetată Cristalele de hematoidină se formează din hemoglobină fără oxigen în hematoamele localizate în țesuturile cerebrale sau tumori Sunt ace de culoare aurie sau diamante alungite în lungime Cristalele de hematoidină apar în LCR atunci când o tumoare sau un hematom se descompune în lumenul ventriculilor creierului Ele sunt situate liber pe fundalul elementelor celulare și detritus sau în interiorul macrofagelor Cristalele de hematoidină nu conțin atomi de fier Când se adaugă acid azotic, se topesc pentru a forma o culoare albastră care se estompează rapid Lipofage - macrofage cu picături de grăsime, sau "bile granulare", celule în stare de degenerare grasă În preparatele colorate cu azur-eozină, acestea sunt celule cu un nucleu mic rotund hipercromic roșcat-violet, situat excentric și citoplasmă vacuolizată gri-albastru Mărimea vacuolelor poate varia în funcție de dimensiunea picăturilor de grăsime Lipofagele se găsesc în lichidul patologic obținut din chisturile cerebrale, în LCR în timpul degradarii țesutului cerebral și a neoplasmelor care cresc în lumenul ventriculilor cerebrali Lipofagele indică, de asemenea, necroza traumatică sau ischemică a țesutului cerebral Lipofagele pot fi combinate cu cristale de colesterol, care se formează în focarele de degenerare grasă, zonele de necroză a țesutului cerebral și în chisturile cerebrale Acestea sunt plăci dreptunghiulare incolore, transparente, subțiri, obișnuite, care se suprapun și formează trepte Cristalele de colesterol sunt solubile în eter și alcool, se topesc în acid sulfuric concentrat pentru a forma compuși roșii de condensare NEUTROFILE Neutrofilele practic nu se găsesc în LCR al unei persoane sănătoase Acestea sunt celule de origine hematogenă În preparatele colorate cu azur-eozină, neutrofilele se colorează în același mod ca și neutrofilele din sângele periferic Miezul unei structuri cromatine mature cu o diviziune clară în oxicromatină și bazicromatină este format din - segmente, deși uneori se găsesc neutrofile înjunghiate Nucleii sunt colorați într-o culoare roșiatică-violet închisă, citoplasma este oxifilă, granularitatea roșiatică-violet asemănătoare prafului este clar vizibilă Granularitatea neutrofilă este întotdeauna colorată în culoarea nucleului Datorită conținutului scăzut de proteine din LCR, neutrofilele sunt distruse rapid (carioliză, citoliză, prezența nucleelor goale, degenerare grasă, hipersegmentare) Celulele sunt alungite, citoplasma este stratificată, formează proeminențe incolore asemănătoare cu pseudopodele amibei, fragmentele de nuclee se contopesc într-o masă hipercromă cu un contur neuniform (opsozom de nuclee neutrofile) Există și neutrofile în stare de apoptoză nucleară Citoplasma neutrofilelor suferă foarte repede degenerare grasă, în ea se găsesc mici picături de grăsime după - ore când proba de LCR este păstrată la temperatura camerei Cu un proces inflamator lung și lent, nucleele neutrofilelor suferă apoptoză, drept urmare, pe fondul pleocitozei neutrofile, neutrofilele mononucleare apar în LCR cu un nucleu rotund mic, regulat, înconjurat de citoplasmă neutrofilă sau neutrofile cu INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE doi nuclei hipercromici rotunji regulati Neutrofilele mononucleare pot fi confundate cu normoblastele oxifile Predominanța neutrofilelor nemodificate în LCR indică un proces inflamator acut, apariția neutrofilelor alterate indică atenuarea acestuia Combinația de neutrofile modificate și nemodificate este un semn de inflamație continuă În prezența sângelui "de călătorie", neutrofilele nemodificate sunt întotdeauna prezente în LCR Pleocitoza neutrofilă este caracteristică fazei exudative acute a meningitei bacteriene În această perioadă, numărul de neutrofile din leucogramă poate depăși % Numărul de neutrofile de peste de celule în µl este un semn al meningitei bacteriene Granulocitele sunt atrase de locul inflamației de către toxinele bacteriene În focarul inflamației, ele fagocitează bacteriile și țesuturile necrotice, iar în timpul sângerării, eritrocitele Activitatea fagocitară a granulocitelor neutrofile este limitată de îmbătrânirea lor Un semn al îmbătrânirii neutrofilelor este apariția picăturilor de grăsime în citoplasmă, o creștere a numărului de segmente nucleare (hipersegmentarea nucleului - - segmente sau mai mult) Citoplasma este umplută cu vacuole, celula își pierde limitele clar definite Pleocitoza neutrofilă este prima reacție celulară pronunțată în faza acută a meningitei tuberculoase Cu meningita virală, faza neutrofilă este de scurtă durată, slab exprimată și rapid înlocuită de pleocitoză limfocitară Pleocitoza neutrofilă de severitate diferită este caracteristică abceselor cerebrale, micozelor, neurosifilisului, stadiilor incipiente de dezvoltare a hematomului subarahnoidian și hemoragiei subarahnoidiene, precum și accidentului vascular cerebral ischemic și hemoragic După operația la meninge, numărul de neutrofile crește în primele ore și zile O creștere a numărului de neutrofile în LCR (pleocitoză neutrofilă) este însoțită de următoarele condiții • Meningita; faza exudativă a meningitei bacteriene; ❖ meningită virală precoce de scurtă durată; ❖ faza acută a meningitei tuberculoase; stadiul inițial al meningitei micotice; > meningoencefalita amebiană • Alte boli ale sistemului nervos central: abces cerebral; & neurosifilis; meningita epidemică; Y - meningită sifilitică; meningită virală y: > , LDH, UI/L Efuziune/ser / intervalul de referință al serului superior > , Transudatul pleural Transudatul pleural în insuficiența cardiacă congestivă se formează ca urmare a presiunii hidrostatice crescute în capilare, această afecțiune fiind deosebit de pronunțată în hipertensiunea pulmonară Insuficiența cardiacă, cu creșterea sa inerentă a presiunii sistemice și pulmonare, este cea mai frecventă cauză a transudatelor pleurale Efuzia este bilaterală, dar mai mult pe dreapta În embolia pulmonară (EP), % din revărsările pleurale sunt clasificate ca transudate Presiunea oncotică redusă cauzată de hipoalbuminemie poate fi cauza dezvoltării transudatului în cavitatea pleurală în ciroza hepatică sau sindromul nefrotic; aceasta apare atunci când sechestrarea lichidului în cavitate crește, depășind capacitatea de drenare a vaselor limfatice În astfel de cazuri, revărsatul este bilateral și este combinat cu edem generalizat Colapsul plămânului în cazurile de atelectazie sau cancer pulmonar poate duce la formarea de transudat în cavitatea pleurală datorită creșterii valorii negative INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE presiune intrapleurală și, în consecință, o creștere a gradientului de presiune hidrostatică La pacienții cu hipertensiune portală, lichidul ascitic se poate scurge în spațiul pleural Același lucru se poate întâmpla la pacienții care fac dializă peritoneală În plus, cu obstrucția vezicii urinare, urina poate pătrunde și în spațiul pleural, provocând urotorax Exudat pleural Semnul principal al exudatului este conținutul său ridicat de proteine, care crește ca urmare a unei încălcări a permeabilității capilarelor pleurale în timpul infecției sau leziunilor tumorale Revărsatul exudativ se dezvoltă în unele boli sistemice, în special în lupusul eritematos sistemic, artrita reumatoidă, care se poate datora inflamației localizate a pleurei Ocluzia vaselor limfatice din pleura parietală sau invazia ganglionilor mediastinali de către o tumoare malignă poate duce la acumularea de lichid bogat în proteine în spațiul pleural Un proces inflamator sever, în special empiem bacterian, poate duce la afectarea drenajului limfatic din cauza umflării celulelor mezoteliale sau a acumulării de fibrină, colagen și necroză celulară care blochează drenajul limfatic Aproximativ % din toate exsudatele apar cu pneumonie, o tumoare malignă sau embolie pulmonară Revărsatul exudativ în spațiul pleural apare la - % dintre pacienții cu unul dintre aceste trei procese patologice În aproximativ % din cazuri, exudatul este asociat cu dezvoltarea unor patologii relativ rare, cum ar fi sarcoidoza În cazul pleureziei cauzate de ciuperci, lichidul pleural este exudativ Aproximativ % dintre pacienții cu blastomicoză dezvoltă un revărsat pleural, % dintre pacienții cu coccidioidomicoză primară dezvoltă un revărsat masiv, care se poate datora unei străpungeri a cavității coccidioidomicozei în cavitatea pleurală În pneumonie, implicarea în procesul inflamator al pleurei viscerale adiacente duce adesea la pleurezie acută și transpirație a exsudatului pleural seros, care conține multe neutrofile și uneori se găsesc microorganisme Exudatul pleural viral este uneori observat la pacienții fără semne clinice și instrumentale de pneumonie Vedere macroscopică a lichidului pleural Lichidul pleural trebuie examinat cu atenție înainte și după centrifugare În funcție de tipul de lichid, ar trebui decis care studii sunt cele mai semnificative într-un anumit caz (Tabelele - , - ) Tabelul - Studii recomandate ale lichidului pleural înainte de centrifugare Descrierea speciei Studii recomandate Revarsat seros de galben deschis, de culoare pai, transparent Transudat neinflamator datorita insuficientei cardiace sau tumorii, precum si din cauza disproteinemiei in ciroza hepatica sau insuficienta renala Albumina, proteinele totale, glucoza, creatinina LDH, leucocite Revărsare seroasă noroioasă Exudat inflamator în pneumonie, tuberculoză, sifilitică sau alte tipuri de pleurezie Leucocite, diferențierea compoziției celulare, pH, lactat, identificarea microflorei bacteriene a micobacteriilor Amestec de sânge Mai mult de de eritrocite / μl ca urmare a unui infarct de țesut pulmonar, hemoragie în cavitatea pleurală sau este un sânge "de călătorie" Numărul de eritrocite și leucocite, lichidul este clarificat după centrifugare (dacă eritrocitele sunt încă intact) INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Sfârșitul mesei - Descrierea speciei Studii recomandate Lichid seros hemoragic Hematocrit > % din cauza tumorii, emboliei pulmonare sau traumatismelor toracice Datorită sângerării într-o tumoare și a hemotoraxului după leziune, hematocritul revărsat pleural este mai mult de % din hematocritul sanguin Număr de eritrocite și leucocite, hemoglobină, markeri tumorali Aspect lăptos (chilos) Efuzat cu conținut de grăsime în traumatisme sau chilotorax spontan cu trigliceride și chilomicroni Colesterol, trigliceride, chilomicroni Amestec de puroi Pyothorax, empiem bacterian tuberculos sau nespecific Leucocite, eritrocite, diferențierea compoziției celulare, identificarea microflorei bacteriene, inclusiv Mycobacterium tuberculosis Tabelul - Studii recomandate ale lichidului pleural după centrifugare Specii Studii recomandate Lichid limpede sau tulbure Posibil empiem: număr de leucocite, pH, glucoză, LDH Colesterol tulbure, lăptos (opalescent), trigliceride, chilomicroni Hemoglobină hemoragică, colesterol, trigliceride, chilomicroni Bilirubină galben strălucitor, verzui Purulent RBC, WBC, glucoză, pH O efuziune vâscoasă indică probabilitatea apariției mezoteliomului pleural cu un conținut ridicat de acid hialuronic Un miros putred combinat cu urme de puroi demonstrează aproape întotdeauna prezența florei anaerobe în revărsatul pleural Determinarea concentrației de colesterol și a conținutului de antigen cancero-embrionar (CEA) în revărsatul pleural este utilizată pentru diagnosticul diferențial de origine tumorală și non-tumorală a revărsării În același scop, se determină CA - Indicatori biochimici Presiunea hidrostatică în pleura parietală este mai mare decât în cea viscerală Principalele vase limfatice sunt situate în pleura viscerală, din care se formează lichidul pleural, proteinele și celulele intră în el În decurs de zi, volumul filtratului pleural depășește litru în același timp, lichidul este în mod constant filtrat în spațiul pleural și reabsorbit înapoi în vasele limfatice Compușii cu greutate moleculară mică sunt prezenți în lichidul pleural la aceeași concentrație ca și în serul sanguin, iar concentrația compușilor cu greutate moleculară mare este mai mică decât în ser Intervalele de referință pentru parametrii cel mai frecvent studiați în lichidul seros al cavității pleurale sunt prezentate în tabel - Proteina totală, raportul dintre proteine i^ ayazhi іu)st / alb^im Concentrația proteinei totale mai mică de g/l indică un transudat, în timp ce mai mult de g/l indică un exudat Raportul proteine/proteine de peste , indică exudat cu cli- sensibilitate %, specificitate % Cel mai scăzut conținut de proteine din revărsatul pleural apare la pacienții cu sindrom nefrotic și cel mai mare la tuberculoză În cazul efuziunii cauzate de tuberculoză, concentrația de proteine totale în lichidul de efuziune este de obicei în intervalul - g/l, cu pneumonie și tumori maligne - - g/l INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Tabelul - Intervale de referință de laborator pentru lichidul pleural Indicator Interval de referință Proteine totale - g/l, din care - % albumina Compoziţia celulară, cantitate: • celule mezoteliale; • monocite; • granulocite; • limfocite - /µl - % - % Până la % - % Concentrația de glucoză este aceeași ca și în plasma sanguină Activitate LDH Mai puțin de % din activitatea serului pH Mai mult decât plasma Volum , - , ml/kg greutate corporală Ilucoza la o concentrație mai mare de , mmol/l este prezentă în transudat în % din cazuri Niveluri de glucoză de peste , mmol/l apar în aproximativ % din cazurile de revărsări pleurale, în special în limfom, ciroză hepatică, tumori renale, hipoproteinemie și diabet zaharat Concentrația de glucoză în lichidul pleural este mai mică de , mmol / l este considerată scăzută O astfel de concentrație scăzută se observă în % din cazurile de revărsat pleural și este caracteristică cancerului pulmonar și hepatic, lupusului eritematos sistemic, artritei reumatoide și tuberculozei Concentrația de glucoză în lichidul pleural mai mică de , mmol / l este combinată cu poliartrita cronică, tumori maligne și eritremie În efuziunea malignă, nivelul de scădere a glucozei reflectă activitatea procesului tumoral, valori foarte scăzute ( Gy în limfomul malign Acest tip de efuziune este caracteristic unei leziuni tumorale a pericardului Purulent Lichid gălbui tulbure În cazurile de infecție cu St rleitopiae aspirat chihlimbar, lichid usor tulbure Revărsatul pericardic purulent apare după ruptura esofagului cu carcinom esofagian, traumatism penetrant la nivelul pericardului, după intervenții chirurgicale pe inimă, ca urmare a terapiei imunosupresoare, uneori cu endocardită infecțioasă Cel mai frecvent agent cauzal al pericarditei purulente este stafilococul auriu, urmat de streptococul și pneumococul Microflora gram-pozitivă este cauza pericarditei purulente în aproximativ % din cazuri, % din pericardită este cauzată de ciuperci Revărsatul purulent se îngroașă adesea, un cheag de fibrină cade în el, deci este dificil de aspirat; în aceste cazuri, este posibilă administrarea prealabilă a streptokinazei în cavitatea pericardică Hemoragic Tip rar, hemoragiile la nivelul pericardului apar după infarctul miocardic transmural al peretelui anterior, ruptura unui anevrism aortic în interiorul pericardului, ruptura miocardică, cu leziuni maligne ale pericardului, ca o complicație a terapiei anticoagulante Chilos Un tip rar cu acumulare de lichid chilos în pericard Motivul principal este obstrucția ductului limfatic toracic în traumatisme, inflamații, tumori Revărsatul chilos nu este neapărat asociat cu excesul de lipide, în aproximativ % este seros sau seroanginal INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE INDICATORI BIOCHIMICI Colesterolul La o valoare de prag de , mmol/l în revărsatul pericardic, este posibilă separarea transudatului de exudat cu o certitudine de % O concentrație mai mică de , mmol/L indică faptul că este un transudat, în timp ce mai mult de , mmol/L este un exudat În medie, concentrația de colesterol în transudat este de , mmol/l, în timp ce în exudatul cu inflamație - , mmol/l, cu tumori maligne - , mmol/l Glucoză Concentrația de glucoză în lichidul pericardic este mai mică decât în ser în pericardita bacteriană, inflamația aseptică în bolile reumatice și metastazele tumorale în pericard pH Măsurarea pH-ului lichidului pleural se efectuează în probe prelevate în capilarele heparinizate pH-ul peste , apare cu hipotiroidism; , - , - cu tumori maligne, tuberculoză, pericardită uremică; mai puțin de , - cu infecții bacteriene, colagenoze STUDIU BACTERIOLOGIC Dacă se suspectează o cauză infecțioasă a efuziunii, o probă din revărsat trebuie luată pentru cultură înainte de inițierea tratamentului cu antibiotice Infecția revărsării pericardice poate fi combinată cu infecția plămânilor, pleurei, mediastinului Revărsatul pericardic infecțios reprezintă aproximativ % din toate efuziunile pericardice și este cel mai adesea cauzat de bacterii ( - %), micoplasmodie ( %) și micobacterii ( %) Coxsackievirusurile sunt o familie de enterovirusuri care pot provoca patologie infecțioasă generalizată și pericardită În aproximativ % din cazuri, după o infecție cu enterovirus, se dezvoltă complicații precum tulburările de ritm cardiac, insuficiența cardiacă și dilatația ventriculară stângă În acest sens, sunt înaintate propuneri pentru a efectua cercetări privind infecția cu enterovirus în miocardita acută și dilatația cronică a inimii, în timp ce se efectuează o biopsie endocardică, lichid pericardic și sânge pentru analiză La nou-născuți și sugari, infecția cu Coxsackie B provoacă miocardită, care se caracterizează printr-o mortalitate infantilă ridicată La adulți, virusurile din subgrupele A și B duc la dezvoltarea infarctului miocardic acut sau a miopericarditei Până la % din toate cazurile de infecție cu virusul Coxsackie sunt complicate de patologia inimii STUDII CITOLOGICE Aproximativ % din toate tumorile maligne afectează inima în timpul dezvoltării, în % din aceste cazuri tumora fiind detectată în pericard Acestea sunt cel mai adesea metastaze ale cancerului pulmonar (aproximativ %) și cancerului de sân ( %), cu toate acestea, alte tumori pot provoca leziuni ale pericardului În % din cazuri, celulele tumorale sunt de origine epitelială, în % - non-epiteliale Cu exudatul pericardic tumoral, numărul de limfocite este mai mare de / μl, granulocite - mai mult de / μl Markeri tumorali Antigenul canceros (CA ) Indicația pentru numirea studiului CA este de a monitoriza cursul și eficacitatea terapiei pentru carcinomul ovarian seros CA se determină în revărsatul pericardic dacă se suspectează metastaze pericardice din ovar Specificitatea CA este scăzută INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Antigen cancer-embrionar (CEA) Concentrația de CEA în efuziune seroasă este determinată într-un număr de boli benigne la un nivel de aproximativ , μg/l În cazul efuziunii cauzate de tumori maligne, concentrația de CEA în lichidul pericardic este determinată în intervalul de la , la mai mult de μg / l lichid ascitic Lichidul seros abdominal normal este limpede și galben deschis în volum mai mic de ml Dacă lichidul din cavitatea abdominală se acumulează într-o cantitate semnificativă, se numește ascitic Ascita - hidropizie abdominală, hidropizie a abdomenului, o acumulare semnificativă de lichid liber (de obicei transudat) în cavitatea abdominală Ascita poate apărea brusc (de exemplu, cu tromboză de venă portă) sau se poate dezvolta treptat pe parcursul mai multor luni, însoțită de flatulență, care poate domina inițial tabloul clinic Uneori, în cavitatea peritoneală se acumulează de la până la de litri de lichid ascitic În timpul examinării fizice a unui pacient, ascita poate fi recunoscută dacă există cel puțin litru de lichid în cavitatea peritoneală OBŢINEREA ŞI PRELUCRAREA MATERIALULUI PENTRU STUDII DE LABORATOR Lichidul seros al cavitatii abdominale se obtine prin punctie a cavitatii rectale (punctura Douglas, buzunar) (culdocenteza), prin punctie percutanata (paracenteza), sau prin laparoscopie În același timp, trebuie luate ml de sânge venos pentru a determina gradientul seric-lichid ascitic pentru albumină și alți parametri biochimici Examenul citologic al lichidului ascitic este de dorit să fie efectuat imediat după livrarea probei la laborator Dacă analiza de urgență nu este posibilă, proba trebuie păstrată la frigider pentru cel mult ore folosind heparină sau citrat de sodiu ca anticoagulant SEMNIFICAȚIA CLINICĂ ȘI DIAGNOSTICĂ A MODIFICĂRILOR INDICATORILOR DE LICHID SEROS ÎN CAVITATEA ABDOMINALA Sarcinile principale ale analizei de laborator a lichidului ascitic sunt: • stabilirea caracterului benign sau malign al efuziunii; • diferenţierea neinfecţiei/infecţiei lichidului Ascita în hipertensiunea portală, carcinomul hepatocelular și metastazele hepatice fără răspândire prin peritoneu este un transudat Ascita în bolile hepatice, în cazurile de pancreatită, tuberculoză peritoneală și în tumorile maligne cu metastaze în peritoneu este de obicei rezultatul exudatului Au fost elaborate criterii de laborator adecvate pentru diagnosticul diferențial al tipurilor de ascite portale și maligne (metastaze peritoneale) (Tabelele - ) Principalii indicatori de laborator ai separării ascitei în exudat și transudat în absența celulelor maligne sunt conținutul de albumină, nivelul de colesterol și fibronectină Transudatul se caracterizează printr-un gradient de albumină ridicat între ser și lichidul ascitic (> g/l), pentru exudat, dimpotrivă, lichidul ascitic conține o cantitate mare de albumină, iar gradientul de albumină dintre lichidul ascitic și ser este nesemnificativ ( , CEA, μg/l , Albumin^, mf/albumin^g, g/l > g/l limita superioară a normalului pentru ser >'/ limită superioară a normalului pentru ser Proteine totale, g/l Neutrofile (număr), µl Celulele tumorale Absente (negative) Negative inflamație [peritonită bacteriană, peritonită tuberculoasă ( % din cazuri cu leucocite/µl g/l Ser/ascita g/l și TFR este semnificativ mai mic decât TFR, pacienții au o perioadă postoperatorie ușoară; rezultatul bolii este favorabil; evacuarea prin canalizare este neglijabilă, În cazurile unei diferențe semnificative în starea albuminei în efuziune și ser, valoarea OKAv nu este legată de concentrația de albumină din sânge; evident, există un efect proteolitic asupra albuminei din exudat, ducând la modificarea și distrugerea acesteia În alte cazuri, valoarea absolută a OKAv depinde de valoarea OKAc și nu de activitatea procesului inflamator din cavitatea abdominală Pentru a caracteriza severitatea procesului inflamator în cavitatea abdominală, este adecvat raportul OKAv / OKAc, care caracterizează gradul de permeabilitate a peretelui vasului pentru albumină Parametrul OKAc reflectă severitatea stării pacientului, iar parametrul OKAv/OKAc reflectă severitatea procesului inflamator din cavitatea abdominală Endotoxina La pacienții cu peritonită fecală (perforație a intestinului gros), concentrația de endotoxină în lichidul peritoneal poate ajunge la μg / l În peritonita bacteriană difuză, concentrația de endotoxină este de obicei relativ scăzută Dacă în perioada postoperatorie microflora colonului continuă să pătrundă în cavitatea abdominală (endotoxina în lichidul peritoneal crește), aceasta este o amenințare foarte mare de peritonită difuză și moartea pacientului Glucoză Cu peritonita non-bacteriană, valoarea raportului glucoză-ascitic,! e (; poate lichid / glucoză este mai mare de , cu peritonita bacteriană această valoare este mai mică de Concentrația de glucoză în lichidul ascitic este mai mică de , mmol/l este caracteristica peritonitei bacteriene În majoritatea cazurilor de peritonită tuberculoasă, concentrația de glucoză în lichidul ascitic este mai mică de , mmol/l De asemenea, este redusă în tumorile maligne cu metastaze, care sunt cauzele ascitei STUDIU BACTERIOLOGIC Atunci când sunt infectate, studiile de monocultură de fluid peritoneal (tm) au o sensibilitate clinică de peste - %, în același timp, un indicator precum conținutul de granulocite neutrofile / μl este mai mare INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE este doar % Studiile bacteriologice arată că în % din cazuri există o microfloră gram-negativă, de obicei E coli, în % din cazuri - gram-pozitivă Semnificația etiologică a microorganismelor anaerobe a fost dovedită în toate infecțiile intraabdominale complicate, unde acestea fac parte din asociațiile polimicrobiene Clostridium perfringens și Clostridium septicum sunt implicate în dezvoltarea peritonitei secundare, a abcesului intraabdominal și a sepsisului cu perforarea colonului și a ileonului terminal Cu o tumoare complicată a colonului, - % dintre pacienți prezentau bacteriemie cauzată de Clostridium septicum Cu apendicita, Bilophila wadsworthiu este excretată din efuziune Infecțiile mixte implică adesea Peptococcus spp , Peptostreptococcus spp Apar în - % din cazuri, Actinomyces spp , Prevotella spp , Lactobacillus spp , Fusobacterium spp cel mai dificil în diagnosticul și tratamentul abceselor hepatice actinomicotice Bacteroides, în primul rând Bacteroides fragilis și Bacteroides thetaiotaomicron, joacă un rol principal în infecțiile intra-abdominale Frecvența izolării Bacteroides fragilis în peritonita secundară ajunge la , - , % Există dovezi ale semnificației etiologice a anaerobilor în peritonita primară Clostridium perfringens și Bacteroides fragilis sunt izolate de la toți pacienții cu infecții ale tractului biliar cu semne de hipertensiune biliară sau endoproteze care asigură permeabilitatea căii biliare comune În pancreatită, bacteriile și clostridiile se disting printre agenții patogeni în - % din cazuri În infecția intraabdominală nosocomială este semnificativă asocierea enterobacteriilor multirezistente, Pseudomonas aeruginosa, enterococi și anaerobi Infecțiile plăgilor la pacienți după intervenții abdominale în , % sunt cauzate de Baaeroides spp , în , % - de Clostridium perfringens Dezvoltarea peritonitei și mortalitatea în infecția intra-abdominală se datorează aerobilor gram-negativi, iar formarea abceselor intra-abdominale la supraviețuitori se datorează microflorei anaerobe Procesul microbio-inflamator progresiv în cavitatea abdominală (pe fondul unei leziuni operaționale, o scădere a rezistenței organismului etc ) decurge foarte rapid și în - zile poate ajunge într-un stadiu care necesită intervenție chirurgicală Dinamismul procesului, probabilitatea mare de reinfecție, dezvoltarea rezistenței microflorei necesită atât prescrierea empirică a terapiei cu antibiotice concomitent cu o analiză microbiologică expresă indicativă (microscopie, cromatografie gazoasă), cât și o evaluare a sensibilității microorganismelor din materialul clinic folosind discuri cu antibiotice, precum și monitorizarea constantă a situației bacteriologice în focar de inflamație Metoda bacteriologică de rutină de cultivare permite obținerea rezultatului la - de ore de la începerea studiului, dezvăluind natura microflorei patogene, confirmând alegerea corectă a antibioticoterapiei sau sugerând necesitatea corectării acesteia Monitorizarea microbiologică constantă este necesară deoarece situația microbiologică în focarul infecției se poate schimba semnificativ în cursul procesului patologic și necesită o schimbare a terapiei STUDIUL CELULUI SANGUIN Eritrocite în lichidul ascitic EDTA Lichidul de spălare peritoneală conține mai puțin de RBC/µl În lichidul ascitic, eritrocitele se acumulează după leziuni sau sunt o manifestare a leziunilor tuberculoase sau maligne ale peritoneului Un raport similar al numărului de eritrocite și leucocite din lichidul ascitic și sânge indică o leziune iatrogenă ("sânge de călătorie") sau sângerare în cavitatea abdominală INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Leucocite Determinarea leucocitelor în lichidul peritoneal poate fi efectuată cantitativ prin numărare în camera Goryaev sau semicantitativ - folosind benzi de diagnostic folosind o zonă de testare pentru determinarea leucocitelor Sensibilitatea zonei de testare pentru leucocite este de celule/µl Sensibilitatea diagnostică a detectării leucocitelor prin metoda "chimiei uscate" în lichidul peritoneal este de %, specificitatea este de % Numărul de leucocite din lichidul ascitic, pH-ul și concentrația de lactat în timpul infecției cu lichidul ascitic diferă semnificativ de valorile acestor indicatori în ascita sterilă, cu toate acestea, toate aceste valori se schimbă aproximativ în același mod și nu este posibil să se facă distincție intre ascita in tumora si peritonita infectioasa Conținutul relativ de granulocite neutrofile de peste % din populația de leucocite a lichidului ascitic este considerat patologic și caracteristic peritonitei bacteriene La pacienții cu ciroză hepatică, numărul de leucocite din lichidul ascitic este invers proporțional cu volumul de lichid Numărul de leucocite din lichidul ascitic crește odată cu scăderea volumului ascitei ca urmare a tratamentului cu diuretice, în timp ce conținutul relativ de neutrofile din formula leucocitară nu se modifică Dacă numărul de leucocite este mai mare de /µl, mai ales dacă granulocitele sunt mai mari de /µl, probabilitatea de peritonită bacteriană primară este mare În acest caz, specificitatea diagnostică a confirmării acestui diagnostic este de %, sensibilitatea este de % În cancerul pancreatic și cancerul hepatocelular apare leucocitoză moderată - - / μl În ciroza alcoolică, numărul de leucocite din lichidul ascitic crește la - /µl O creștere relativă a eozinofilelor de peste % indică prezența unei boli alergice sau parazitologice, a unei patologii autoimune, a tuberculozei sau a unei tumori maligne Limfocitoza în lichidul ascitic este un semn de exsudație congestivă prelungită, inflamație cronică, tuberculoză sau un proces tumoral La pacienții cu ciroză hepatică și lichid ascitic chilos, conținutul relativ de limfocite din acesta variază de la la %, în medie % Markeri tumorali Antigen carbohidrat - În lichidul ascitic la o valoare de prag (nivel discriminant) de U/ml, sensibilitatea diagnostică a unei tumori maligne este de %, iar specificitatea diagnostică este de % Antigen cancero-embrionar Studiul CEA în lichidul ascitic face posibilă diferențierea bolilor benigne și maligne cu o specificitate diagnostică și o sensibilitate de % La o valoare de prag CEA de , µg/mL, sensibilitatea diagnostică este de % și specificitatea diagnostică este de % Dacă determinarea CEA în lichidul ascitic este combinată cu o examinare pentru prezența celulelor tumorale, sensibilitatea diagnostică în cazul unei tumori maligne crește la % Trebuie remarcat faptul că studiul CEA în lichidul ascitic are o importanță mică pentru diagnosticul mezoteliomului malign difuz: CEA este determinat doar în - % din cazurile acestei patologii În același timp, CEA este determinat în % din cazurile de ascită asociată cu o leziune tumorală în cancerul de stomac, sân și plămân INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE STUDIU CITOLOGIC Cea mai mare sensibilitate analitică se obține cu un studiu citologic al preparatelor colorate conform Pappenheim și Leishman și, dacă este necesar, cu un studiu citochimic suplimentar Sensibilitatea diagnostică a detectării celulelor tumorale la microscop cu lumină este de - % Dacă este posibil să se obțină celule din ml sau mai mult de lichid ascitic, sensibilitatea diagnostică crește la - % cu specificitate diagnostică de aproape % Uneori, detectarea de laborator a celulelor tumorale în lichidul ascitic precede manifestarea clinică a tumorii cu ani sau mai mult La femei, celulele tumorale din lichidul ascitic, în ordine descrescătoare, se găsesc mai des în tumorile tractului genital, în special la ovare, apoi cancerele de sân și tractul gastrointestinal La bărbați, diseminarea în peritoneu este determinată cel mai adesea cu tumori ale tractului gastrointestinal, leucemie Aproximativ % dintre tumori sunt adenocarcinoame Dintre procesele patologice care sunt caracteristice leziunilor peritoneului și practic nu se găsesc în pleura și pericard, trebuie remarcat pseudomixomul peritoneal Afectarea peritoneală se observă cu o tumoare producătoare de mucus, cel mai adesea o tumoare mucinoasă ovariană limită sau mucocel apendice, precum și cu adenocarcinom mucinos ovarian sau apendice bine diferențiat Se crede că leziunea se poate dezvolta atunci când o tumoare chistică se rupe și diseminarea generalizată a celulelor tumorale în cavitatea abdominală În același timp, în cavitatea abdominală se acumulează o cantitate mare de mucus, care este greu de aspirat din cauza densității mari Frotiurile aspirate din pseudomixom al peritoneului conțin o cantitate mare de mucus PAS pozitiv rezistent la hialuronidază Celulele tumorale sunt de obicei puține sau nu se găsesc în mai multe preparate, așa că nu este neobișnuit să vezi mai multe frotiuri sau să repeți puncția pentru a stabili un diagnostic Pentru a stabili natura benignă sau malignă a leziunii, trebuie să fii foarte atent Cu o leziune benignă, celulele sunt de dimensiuni mici, cu nuclei mici întunecați, citoplasmă moderat abundentă și vacuole sunt conținute în citoplasmă Mucusul conține adesea fire de fibrocite Nu se poate concluziona că un proces malign se bazează exclusiv pe detectarea unei cantități mari de mucus, deoarece poate fi rezultatul unui mucocel apendice rupt sau al unui chistadenom mucinos ovarian benign O atenție deosebită trebuie acordată în cazurile în care mucusul dintr-o tumoare benignă este combinat cu grupuri de celule mezoteliale cu modificări reactive Pentru a stabili natura leziunii, celulele producătoare de mucus trebuie examinate cu atenție pentru prezența sau absența semnelor de malignitate STUDIUL SROMULUI Principalele obiective ale studiului spermatozoizilor în CDL sunt de a determina capacitatea ejaculatului de a fertiliza și de a identifica simptomele de deteriorare a ejaculatului datorate diferitelor boli și/sau procese patologice (Tabelul - ) PRINCIPIILE CERCETĂRII SROMULUI • La interpretarea rezultatelor este necesar să se țină cont de toți factorii negativi care pot afecta parametrii spermogramei INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Tabelul - Forma recomandată pentru studiul spermatozoizilor și hormonilor în laboratorul de diagnostic clinic al clinicii andrologice Numele pacientului Data nașterii Data cercetării Abstinenta de la ejaculare (zile) Droguri luate timpul de ejaculare Începutul analizei Volumul ejaculat, ml lichefiere Consistență (vâscozitate) pH Mobilitatea spermato-sondelor, % a) mișcare rapidă înainte ) mișcare lentă înainte c) netranslațională, mișcare în arena d) spermatozoizi imobili Număr de spermatozoizi Concentrația spermatozoizilor, mln/ml Suma totală în ejaculat, milioane Morfologia sondelor spermatozoide Normal,% Defecte ale capului, % Defecte ale gâtului, % Defecte ale cozii, % Scădere citoplasmatică, % Defecte specifice, % Viabilitatea, % din celule colorate cu eozină Umflare hipoosmotică, % din celulele umflate Celule rotunde, mln/ml Leucocite, mln/ml Aglutinare, % Testul MAP IgG % idd, % Fructoză ( , - , µmol/ml) Zn (> , µmol per ejaculat) a-glicozidaza (> UI în ejaculat) Alte teste L G ( - UI/l) FSH ( - unități/l) Prolactină ( nmol/l) Estradiol ( % din spermatozoizi normali Viabilitate > % spermatozoizi vii, i e spermatozoizi care nu s-au colorat în testul de colorare supravitală; > % din spermatozoizi rămân viabile timp de de ore Aglutinarea nu a fost detectată Leucocite µm/s la °C și > µm/s la °C; µm este aproximativ lungimea a cinci capete sau jumătate din lungimea unei cozi normale de spermatozoizi): • b - mișcare înainte lentă, lentă: • s - netranslațional (oscilator sau pendular, arenă), viteza de mișcare este mai mică de microni/s: • d - spermatozoizi imobili O fereastră Fonio este introdusă în ocular cu o creștere de zece ori și cu o lentilă care mărește de de ori, se numără sau de spermatozoizi În primele - s se înregistrează spermatozoizi activi, mobili care trec prin câmpul vizual limitat de fereastra Fonio (a), în următoarele - s - spermatozoizi inactivi cu mișcare de translație (b), după care spermatozoizi cu o mișcare netranslațională (de tip pendul și manege) (c) și, în final, cu ajutorul mișcării microșurubului, se înregistrează spermatozoizi imobili culcați pe lamă (la nivelul inferior al preparatului) (d) Preparatul este miscat brusc, dupa care spermatozoizii sunt inregistrati in noul camp vizual in aceeasi ordine Nu este recomandat să studiați motilitatea spermatozoizilor de-a lungul marginii lamei Dacă există puțini spermatozoizi, numărarea se efectuează fără fereastra Fonio Motilitatea spermatozoizilor este considerată normală dacă: • cel puţin % dintre spermatocite aparţin categoriei de motilitate a + b; • cel puţin % dintre spermatocite sunt clasificate ca fiind rapide cu motilitate translaţională (categoria a) Dischinezia - mișcarea pendulului, sau arena, a spermatozoizilor, este în mod normal de % La temperatura camerei, spermatozoizii raman mobili timp de - ore, in timp ce in primele ore motilitatea lor nu scade, la sfarsitul a ore scade de aproximativ ori EVALUAREA PRELIMINARĂ A CONCENTRAȚIEI SPERMEILOR Recomandările OMS sugerează efectuarea unei evaluări preliminare a concentrației de spermatozoizi în preparatul nativ La o mărire de de ori, diametrul câmpului vizual la diferite microscoape variază între și μm, ceea ce corespunde la - , nl cu o grosime de pregătire de μm Puteți calcula diametrul câmpului vizual folosind un micrometru pentru ocular sau folosind grătarul unei camere de numărare Dacă numărul de spermatozoizi din câmpul vizual corespunzător la nl este mai mic de , spermatozoizii se diluează cu soluție de clorură de sodiu izotonică caldă ( °C) : ; dacă - diluat : ; dacă - - : ; dacă mai mult de - : sau : Dacă există foarte puțini spermatozoizi în nl (doar - ), ceea ce corespunde la - x / ml de spermatozoizi, în scopuri clinice este necesar să se înregistreze un număr mic și să se mărească concentrația acestora și să se numere cu precizie, centrifugare ( îmbogățirea) trebuie efectuată Dacă numărul de spermatozoizi din fiecare câmp vizual individual fluctuează semnificativ, aceasta indică neomogenitatea probei Cauza neomogenității poate fi amestecarea slabă - materialul seminal trebuie amestecat din nou Dacă neomogenitatea persistă, aceasta este o consecință a consistenței patologice și a lichefierii probei, a agregării spermatozoizilor în mucus sau a aglutinării acestora Aceste constatări trebuie înregistrate pe formular Normozoospermie La un bărbat sănătos, ml de ejaculat conține peste de milioane de spermatozoizi Numărul total de spermatozoizi din ejaculat este de peste de milioane Polizoospermie Numărul de spermatozoizi din ml de ejaculat depășește de milioane Oligozoospermie ml de ejaculat conține mai puțin de de milioane de spermatozoizi Un număr de spermatozoizi între și milioane/ml este desemnat ca oligozoospermie de gradul și mai puțin de milioane/ml ca oligozoospermie de gradul II Azoospermie - spermatozoizii nu au fost găsiti în preparatul nativ și sedimentul ejaculat după centrifugare sub examen microscopic Celulele de spermatogeneză pot fi prezente Aspermie - fără ejaculare Pentru a determina numărul real de spermatozoizi în oligozoospermie, este necesar să se efectueze - numărări de control cu un interval de - săptămâni Oligozoospermie tranzitorie si senila La același om, numărul de spermatozoizi este supus unor mari fluctuații fiziologice La vârstnici, oligozoospermia este asociată cu involuția gonadelor INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Oligozoospermia adevărată poate fi cauzată de următoarele procese patologice • Obstrucția canalului deferent - se împarte în congenital și dobândit Este posibil să se presupună obstrucție dacă, după centrifugarea spermatozoizilor, nu numai spermatozoizii, ci și celulele de spermatogeneză sunt absente în sediment Obstrucția dobândită a canalelor deferente este cauzată de inflamația cronică a tractului urinar superior cauzată de gonococi, chlamydia, mycobacterium tuberculosis • Fibroza chistica - la astfel de pacienti, materialul seminal poate sa nu contina spermatozoizi si celule de spermatogeneza, iar pH-ul ejaculatului poate fi sub , (acid) Patologia este asociată cu disfuncția canalului deferent, iar la acești pacienți poate fi detectată și atrezia epididimului și a veziculelor seminale • Disfuncția testiculară - poate duce la afectarea spermatogenezei Cu afectarea directă a testiculelor (gonade), apare hipogonadismul primar Cu încălcarea reglării hipotalamo-hipofizare a spermatogenezei, se dezvoltă hipogonadism secundar <> Hipogonadismul primar poate fi congenital sau dobândit Hipogonadismul congenital este cauzat de anomalii genetice ereditare și defecte de dezvoltare - Anomalii genetice ereditare: sindroame Klinefelter și Shereshevsky-Turner, aberații cromozomiale, mutații ale regiunii AZF Y (sindromul numai cu celule Sertoli), sindroame ereditare cu cariotip normal (sindrom Noonan), sensibilitate scăzută la androgeni - Defecte congenitale de dezvoltare: criptorhidie, anorhism congenital, insuficiență primară a celulelor Leydig - Hipogonadismul primar dobândit se dezvoltă cu orhită traumatică sau infecțioasă, sindrom de compresie, varicocel, neoplasme ale organelor genitale, leucemie, limfom malign, leziuni ale măduvei spinării, insuficiență hepatică și renală, după iradiere, sub acțiunea medicamentelor toxice, stres psihologic și în bătrânii Diagnosticul hipogonadismului dobândit constă în studiul datelor anamnestice, a stării hormonale și a studiilor clinice generale ❖ Hipogonadismul secundar este cauzat de o încălcare a funcției de reglare a sistemului hipotalamo-hipofizar În sângele acestor pacienți, conținutul de hormoni gonadotropi este redus (hipogonadism hipogonadotrop) Deficiența gonadotropinelor poate fi cauzată atât de o patologie primară a glandei pituitare, cât și de o încălcare a secreției de factori de eliberare a gonadotropinei ai hipotalamusului (GnRH) La astfel de pacienți, nivelul de testosteron din sânge este scăzut (hipogonadism idiopatic) Această categorie de patologie include sindromul Kalman (un defect congenital al hipotalamusului cu deficit de GnRH), sindromul Prader-Willi, sindromul eunucului fertil cu o deficiență caracteristică de LH și testosteron pe fondul unei concentrații normale de hormon foliculo-stimulator (FSH) Astenozoospermia este o scădere a motilității spermatozoizilor Motilitatea spermatozoizilor este considerată normală dacă: • în total, cel puțin % dintre spermatocite au o mișcare înainte rapidă sau lentă (categoria de mobilitate a + b); • cel puţin % dintre spermatocite sunt clasificate ca fiind rapide cu motilitate translaţională (categoria a) INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Fluctuațiile fiziologice ale mobilității Motilitatea spermatozoizilor depinde de perioada anului și de zi Există rapoarte că motilitatea spermatozoizilor scade primăvara (variație sezonieră) La monitorizarea numărului de spermatozoizi mobili activi în timpul zilei, a fost observată o creștere a numărului acestora în a doua jumătate a zilei (ritmuri zilnice) S-a urmărit și fluctuația motilității spermatozoizilor din frecvența ejaculării La pacienții cu oligo- și astenozoospermie în timpul ejaculării la fiecare - ore, a existat o creștere relativă a numărului de spermatozoizi activi, mobili Astenozoospermia apare la aproximativ % dintre pacienții cu fertilitate afectată O concluzie despre un grad nesemnificativ de astenozoospermie se poate face dacă numărul de spermatozoizi activi și inactivi cu mișcare înainte în total este mai mic de , dar mai mult de % Astenozoospermia este cauzată de factori endogeni, genetici și exogeni • Tulburări genetice ale structurii flagelului • Tulburări energetice asociate cu defecte determinate genetic sau funcționale ale mitocondriilor • Boli inflamatorii cronice • Bacteriospermie • Factori toxici exogeni Boli inflamatorii cronice Spermatozoizii mobili devin în proces de maturare în epididim Mobilitatea lor se modifică pe măsură ce se deplasează de-a lungul epididimului Maturarea spermatozoizilor se datorează factorilor androgeni dependenți care sunt produși de epiteliul epididimului Epididimita de diverse etiologii determină o scădere a motilității spermatozoizilor Astenozoospermia apare ca urmare a unei încălcări a funcției secretoare a epiteliului epididimului În perioada dintre ejaculare, partea caudală a epididimului este locul de depozitare a spermatozoizilor maturi; atunci când se inflama, intoxicația afectează spermatozoizii și duce la astenozoospermie și la creșterea numărului de celule moarte Bacteriospermie Unele microorganisme duc la scăderea motilității spermatozoizilor, determinând aglutinarea și/sau aderența acestora Acest proces depinde de concentrația bacteriilor din sperma Astfel, in vitro, E coli reduce semnificativ motilitatea spermatozoizilor la o concentrație de /ml Factori exogeni și toxici Studiul trebuie efectuat la o temperatură nu mai mică de ° C, menținându-l în interior la un nivel constant, în caz contrar rezultatele evaluării motilității spermei pe categorii vor fi distorsionate Motilitatea spermatozoizilor scade sub influența câmpurilor electromagnetice, a sărurilor metalelor grele, plumbului, stupefiantelor, acumulării de cadmiu în material seminal S-a dovedit experimental că la spermatozoizii plasați într-un câmp magnetic, mobilitatea scade din cauza modificării formei flagelului Aparent, acțiunea factorilor exogeni este nespecifică și afectează direct sau indirect structura componentelor flagelare Astfel, la toxicomanii s-au constatat modificări semnificative ale microtubulilor axonemului flagelului, asemănătoare celor din sindromul Kartagener (spermatozoizii sunt vii, dar imobili) Spermatograma Spermatograma este o combinație de studiu cantitativ și calitativ al morfologiei spermatozoizilor în preparatele colorate Se efectuează o numărare secvenţială de de spermatozoizi (o numărare unică de de spermatozoizi este de preferată unei numărări duble de de spermatozoizi) INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Deși este de dorit să numărați de spermatozoizi de două ori pentru a reduce eroarea și variabilitatea, nu este practic să faceți acest lucru pentru fiecare probă Cu toate acestea, în situațiile în care diagnosticul și alegerea terapiei depind de rezultat, ar trebui efectuată o numărare dublă de de spermatozoizi pentru a îmbunătăți acuratețea SPERMATOZOARE NORMALE Spermatozoizii umani maturi normali au capul, gâtul și coada ovale Lungimea capului spermatozoizilor este de , - , , lățimea - , - , microni Cea mai mare parte a capului este ocupată de nucleu, acoperit de acrozom Acrozomul are membrane exterioare si interioare, intre care se afla proteaza acrozina si hialuronidaza, care faciliteaza patrunderea spermatozoizilor prin membrana oului Ruptura membranei exterioare și eliberarea acestor enzime se numește reacție acrozomală Gâtul și corpul spermatozoizilor trebuie să fie subțiri, mai puțin de µm lățime, de , ori lungimea capului spermatozoizilor și atașate de cap de-a lungul axei sale Mărimea picăturilor citoplasmatice, dacă există, nu trebuie să depășească / din capul spermatozoidului (picătura citoplasmatică este restul citoplasmei spermatidei) Coada ar trebui să fie dreaptă, de aceeași grosime pe tot parcursul și ceva mai îngustă în partea de mijloc, nu răsucită și de aproximativ de microni lungime Raportul dintre lungimea capului și lungimea cozii la spermatozoizii normali este în mod normal de / sau / Acrozomul, sau capacul nuclear, într-un preparat nativ și colorat (azur-eozină și alți coloranți) este o iluminare în partea superioară a capului, ocupând - % din suprafața acestuia SPERMATOGRAMA NORMALA Pentru a determina conceptul de normă morfologică a spermatozoizilor se adoptă criteriile stricte prezentate mai sus Orice abateri, toate formele limită de spermatozoizi ar trebui clasificate ca patologice Astfel de cerințe stricte se datorează faptului că există date privind valoarea predictivă a clasificării morfologice a spermatozoizilor pentru evaluarea rezultatelor fertilizării Doar spermatozoizii cu drepturi depline sunt capabili să pătrundă în canalul cervical superior al unei femei Acesti spermatozoizi au fost selectati in secretia cervicala si pot fi considerati ca spermatozoizi de morfologie normala Criteriile stricte prezentate pentru evaluarea morfologiei spermatozoizilor normali sunt acceptate de majoritatea cercetătorilor Cu toate acestea, chiar și la bărbații sănătoși, spermatozoizii au o eterogenitate pronunțată și diferă în dimensiunea și structura capului, gâtului și cozii (flagelul) Numărul de forme normale din ejaculat, luat ca valoare de referință, variază semnificativ în diferite surse - de la la %, cel mai adesea este indicat că o spermatogramă este considerată normală, în care cel puțin % din spermatozoizi normali Orientările OMS indică faptul că o scădere a numărului de spermatozoizi normali din punct de vedere morfologic sub % in vitro este asociată cu o scădere a frecvenței fertilizării FORME PATOLOGICE ALE SPERMATOZOARELOR Defecte ale capului: mari, mici, conice, piriforme, rotunde, amorfe, cu vacuole în regiunea cromatinei Capete cu o regiune acrozomală mică (mai puțin de % din suprafața capului), acrozom vacuolat, cu acrozom situat asimetric; capete duble și multiple, capete cu structură compactă a cromatinei sub formă de nucleu, capete multinucleate etc Defecte ale gâtului și părții mijlocii: gâtul "înclinat" (gâtul și coada formează un unghi de ° față de axa lungă a capului), atașarea asimetrică a părții mijlocii INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE la glotă, secțiunea mediană îngroșată sau neuniformă, secțiunea mediană subțire patologic (absența învelișului mitocondrial) și orice combinație a acestora Defecte ale cozii: scurte, multiple, ac de păr, rupte, înclinate (mai mare de °), grosime neuniformă a cozii, secțiune mediană subțire, capăt ondulat (uneori complet) și orice combinație a acestora Picătura citoplasmatică ocupă mai mult de / din capul unui spermatozoid normal Cu un număr morfologic diferențiat se iau în considerare doar spermatozoizii cu cozi Celulele de spermatogeneză nu trebuie luate în considerare, până la stadiul de spermatide rotunde Spermatozoizii fără coadă sau cu o coadă lejer nu sunt numărați Cu toate acestea, prezența lor trebuie menționată separat Spermatozoizii cu cozi răsucite se caracterizează prin motilitate scăzută Prezența lor poate fi un indicator că spermatozoizii au suferit stres hipoosmotic Uneori, un număr mare de spermatozoizi poate avea un defect structural specific - absența unui acrozom Acesti spermatozoizi sunt caracterizati prin capete mici, rotunde, o afectiune numita globozoospermie Incapacitatea laminei bazale de a se atașa de nucleul de la polul opus acrozomului duce la separarea capului de coadă Capetele sunt fagocitate de celulele Sertoli, iar doar cozile individuale sau așa-numitele capete de ac pot fi găsite în ejaculează Capetele de ac (cozi separate) nu sunt considerate ca un defect al capului, deoarece este foarte rar ca cromatina sau alte structuri să poată fi găsite în capetele acestor spermatozoizi, anterior plăcii bazale Cu toate acestea, trebuie remarcat faptul prezenței unui număr mare de spermatozoizi cu capete de ac Teratozoospermia este o creștere a numărului de forme patologice de spermatozoizi peste anumite valori Teratozoospermia severă reduce dramatic șansele de fertilizare și crește probabilitatea de malformații fetale dacă are loc fertilizarea Teratozoospermia este de obicei combinată cu oligozoospermia și astenozoospermia Într-un preparat nativ, la o mărire de de ori, aproape toate caracteristicile patologice ale spermatozoizilor sunt relativ clar vizibile, în ceea ce privește dimensiunea și forma capului, locația acestuia în raport cu gâtul și numărul de capete; lungimea, lățimea, forma, locația cozii a în raport cu capul, lungimea și numărul cozilor; dimensiunea și localizarea picăturii citoplasmatice O idee mai clară a patologiei spermatozoizilor poate fi sufocată la scufundare la o mărire de sau de ori Spermatozoizii, în care capul este închis într-o picătură citoplasmatică și cei în care picătura citoplasmatică este situată pe gât sub formă de eșarfă, alcătuind mai mult de x/ dimensiunea capului, sunt considerați imaturi sau tineri Într-o spermogramă normală, acestea reprezintă aproximativ % O creștere a conținutului de spermatozoizi imaturi indică relații sexuale frecvente și se observă și în cazul varicocelului Numărul de spermatozoizi imaturi din varicocel scade după intervenție chirurgicală Structura cromatinei a capului, dimensiunea acrozomului, prezența vacuolelor în acrozom și cromatina nucleului capului sunt diagnosticate în preparatul colorat cu azur-eozină O creștere a numărului relativ de spermatozoizi cu două capete și două cozi este asociată cu înfrângerea spermatozoizilor de către virus Globulozoospermia (rotunjirea capului) se explică prin absența completă sau parțială a acrozomului Capetele alungite, macrocapete și cozi multiple se găsesc la bărbații care au un număr crescut de spermatozoizi poliploizi și aneuploizi Microdelețiile locusului azoospermic (locus AZF) ale brațului lung al cromozomului Y pot produce o gamă largă de anomalii Acest pato- INVESTIGAȚII CHIMICE ȘI MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE pot duce la o absență completă a celulelor germinale (sindrom "doar celule Sertoli") sau la atipii a structurii acestora Inseminarea artificiala cu acesti spermatozoizi poate transmite o astfel de mutatie unui descendent de sex masculin Calculul indicilor defectelor multiple la spermatozoizi Spermatozoizii cu morfologie patologică prezintă adesea defecte multiple Anterior, în protocoale se înregistra un singur defect, preferându-se defectele capului În prezent, se calculează adesea indicele de teratozoospermie (TZI) sau indicele de anomalii multiple (MAI), adică numărul de defecte împărțit la numărul de spermatozoizi anormali Folosind acești indici, funcția spermatozoizilor este prezisă atât in vivo (fertilizarea in vitro - FIV), cât și in vitro (fertilitatea ejaculată) Alocați separat defectele capului, părții mijlocii, cozii Valoarea ITS variază de la (fiecare spermatozoid patologic are un singur defect) la , (fiecare spermatozoid patologic are defecte în cap, secțiunea mediană și coadă) Există dovezi că la ITI mai mult de , , frecvența sarcinilor scade VIABILITATEA SPERMEILOR Viabilitatea se referă la proporția (în procente) de spermatozoizi vii, care este determinată fie de excluderea coloranților, fie de umflarea hipoosmotică Viabilitatea ar trebui determinată numai dacă numărul de spermatozoizi imobili este mai mare de % Scorul de viabilitate poate servi drept control pentru evaluarea motilității spermatozoizilor, deoarece procentul de celule moarte nu trebuie să depășească procentul de spermatozoizi imobili Prezența unui număr mare de spermatozoizi vii, dar imobili, indică defecte structurale ale flagelilor Dacă numărul de spermatozoizi imobili din preparatul nativ depășește % sau toți spermatozoizii sunt imobili, este necesar să se decidă ce s-a întâmplat cu spermatozoizii - dacă apare akinozoospermie sau necrozoospermie Necrozoospermia este imobilitatea spermatozoizilor Poate fi asociată cu o patologie a cozii (un defect determinat genetic în structura acronemului - sindromul Kartegener) sau prezența spermatozoizilor morți în ejaculat Diagnosticul diferențial al spermatozoizilor vii și morți Colorația supravitală conform Bloom este efectuată pentru a rezolva problema diferențierii spermatozoizilor vii și morți Spermatozoizii vii sunt incolori, cei morți sunt de culoare portocalie-roșu Un ejaculat normal este considerat a fi în care cel puțin % din spermatozoizi vii, adică spermatozoizi care nu sunt colorați Testul de tumefiere hipoosmotică este efectuat pentru a rezolva problema diferențierii dintre spermatozoizii vii și cei morți Umflarea spermatozoizilor este identificată printr-o modificare a formei cozilor lor Rezultatele sunt considerate normale dacă cozile sunt umflate în mai mult de % din spermatozoizi Dacă umflarea cozii apare la mai puțin de % din spermatozoizi, acest material biologic este considerat patologic, în care mai mult de jumătate dintre spermatozoizi sunt morți Studiul dinamic al ejaculatului Studiile repetate sunt efectuate la , și de ore după primirea ejaculatului Studiile sunt efectuate conform metodelor standard care determină următorii parametri • După și ore: vâscozitatea ejaculată; - aglutinarea spermatozoizilor Morfologia altor elemente celulare ale spermatozoizilor Celulele ejaculate, altele decât spermatozoizii, sunt denumite în mod colectiv celule rotunde Numărul acestora nu trebuie să depășească x /ml de material seminal Leucocite Ejaculatul unui om sănătos conține leucocite Acestea sunt neutrofile, al căror număr nu trebuie să depășească ІхІОuml O creștere a numărului de celule albe din sânge se numește leucospermie Dacă conținutul de leucocite schimbă culoarea albă a spermatozoizilor într-o gri-verzuie, putem vorbi despre piospermie Acestea sunt celule rotunde cenușii cu granulație fină, cu un diametru de - microni Diametrul neutrofilelor din material seminal este întotdeauna puțin mai mare decât în urina acidă, deoarece pH-ul materialului seminal este de obicei , - , Dacă pH-ul spermatozoizilor este la limita superioară a normei sau îl depășește, celulele se umflă și mai mult, este vizibilă mișcarea browniană a granulelor neutrofile și sunt vizibile nucleele segmentate O concentrație crescută de leucocite se corelează cu bacteriospermie Detectarea leuco- sau piospermiei servește ca semnal pentru examinarea bacteriologică a ejaculatului Leucospermia afectează procesele care au loc în sistemul reproducător Leucocitele sunt activate în timpul stimulării antigenice și produc un număr mare de radicali activi de oxigen care pot afecta membranele spermatozoizilor O concentrație scăzută de radicali de oxigen nu afectează viabilitatea spermatozoizilor, ci reduce motilitatea acestora, afectând proteinele contractile ale flagelului La concentrații mari, radicalii de oxigen din spermatozoizi reacționează cu fosfolipidele membranelor celulare, induc peroxidarea acizilor grași în membrane și duc la moartea celulelor În ejaculatul uman, spermatozoizii sunt, de asemenea, capabili să formeze radicali de oxigen, dar neutrofilele sunt o sursă mai puternică a acestora Radicalii de oxigen sunt necesari pentru procesul normal de fertilizare În mod normal, efectul dăunător al radicalilor de oxigen din material seminal este practic absent, deoarece spermatozoizii și spermatozoizii au un sistem de protecție care reglează concentrația de radicali de oxigen Sistemul de apărare este format din enzime și o serie de antioxidanți, cum ar fi albumina, glutationul, piruvatul și vitaminele E și C În plasma seminală a bărbaților care suferă de infertilitate și astenozoospermie, conținutul de antioxidanți este semnificativ mai mic decât cel al bărbaților fertili Leucospermia și, probabil, agregarea neutrofilelor la concentrația lor normală în spermă indică un proces inflamator în organele sistemului reproducător, mai ales în glandele accesorii Leucospermia reduce șansa de fertilizare Pe fondul leuco- și piospermiei, sunt detectați agenți infecțioși și virali care au cauzat inflamația, prin urmare, leuco- și piospermia sunt markeri ai unei posibile transmiteri a infecției între partenerii sexuali Celulele de spermatogeneză (celule sexuale imature) - spermatogonie, spermatocite și spermatide În material seminal, cel mai adesea se găsesc spermatocite și spermatide în diferite stadii de maturare Celulele spermatogenezei se disting bine în preparatul nativ Acestea sunt celule de formă rotundă obișnuită, diferite STUDII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE de dimensiuni (de dimensiunea neutrofilelor sau de , - ori mai mari), se caracterizează printr-o consistență densă, omogenă a citoplasmei (mărește de de ori), față de care sunt vizibili unul sau mai mulți nuclei, de asemenea de o structură densă și forme rotunjite Diagnosticul diferențial al celulelor rotunde și al spermatozoizilor patologici se realizează în preparate fixate și colorate Celulele de spermatogeneză, corpii reziduali, epiteliul scuamos, de tranziție și cilindric, macrofage, spermiofage, leucocite, eritrocite, trichomonade sunt detectate în preparatele de spermă colorate cu coloranți hematologici La spermatozoizi, capul, cromatina distribuită în ea și zona acrozomală, picăturile citoplasmatice de pe gât și cap, coadă și gât sunt colorate Spermatogoniile sunt o populație eterogenă formată din celule de tip A și B Spermatogoniile de tip A sunt subdivizate în celule întunecate și luminoase Nucleii ambelor variante de celule de tip A se caracterizează prin predominanța cromatinei decondensate, care are forma unor boabe mici În celulele ușoare de tip A, boabele sunt atât de distribuite pe nucleu încât la un microscop cu lumină par de culoare deschisă De tipul decondensat aparține și cromatina celulelor întunecate de tip A, nu este suficient asamblată în aglomerări, totuși, condensarea ei este atât de pronunțată încât în preparatul colorat nucleul este colorat mai intens (întunecat) Există întotdeauna nucleoli în apropierea membranei nucleare a nucleelor spermatogoniei deschise și întunecate În spermatogoniile de tip B, nucleii sunt mai mari, cromatina din ele se adună adesea în aglomerări Aceste celule se divid și formează celule fiice - spermatocite de ordinul întâi Spermatocitele de ordinul întâi, precum și spermatogoniile, se găsesc în mod normal în testicule, dar cu leziuni severe ale spermatogenezei pot fi găsite în ejaculat Acestea sunt celule mari, de obicei de formă ovală sau rotundă, de - , ori mai mari decât un eritrocit în diametru ( - microni) Raportul dintre nucleu și citoplasmă este deplasat spre nucleu Miezul este oval sau rotund Firele de cromatina sunt împletite lejer, asemănând cu structura nucleelor megaloblastelor Pe fondul cromatinei, pot fi observați un singur nucleoli Citoplasma este bazofilă, cu o margine destul de largă în jurul nucleului O zonă de iluminare este vizibilă în jurul nucleului Ca rezultat al diviziunii, din aceste celule se formează spermatocite de ordinul doi Spermatocitele de ordinul doi sunt localizate în mod normal în tubii testiculelor și apar în spermatozoizi atunci când spermatogeneza este afectată Celulele au formă rotundă, diametrul lor este de - , ori mai mare decât diametrul unui eritrocit, în valoare de - microni Nucleul sau două nuclee sunt rotunjite, firele de cromatină sunt împletite lejer Adesea există spermatocite de ordinul doi în stadiul de diviziune (profază) Nucleolii nu sunt vizibili sau nu sunt clar vizibili Citoplasma este bazofilă, cu o nuanță cenușie, o margine destul de largă înconjoară nucleul Zona de iluminare din jurul nucleului (nucleelor) nu este uneori vizibilă Prin divizarea spermatocitelor de ordinul doi formează celule fiice - spermatide Spermatidele se găsesc și în tubii seminiferi ai testiculelor Nu se divid, ci se maturizează treptat, formând spermatozoizi Inițial, acestea sunt celule rotunde mici, cu un diametru de - µm, cu un nucleu rotund de cromatina, dar cu structură mai densă Apoi cresc în dimensiune, se alungesc treptat, se alungesc, nucleul scade, își pierde structura cromatinei și se deplasează la capătul proximal al celulei (capătul îndreptat spre peretele tubului seminifer) Capătul proximal al nucleului este ascuțit, iar unul dintre cei doi centrioli situati lângă capătul rotunjit al nucleului formează o coadă (flagel) În preparatele de ejaculat colorate cu azur-eozină, spermatidele seamănă cu megaloblastele policromatofile în ceea ce privește structura nucleului, culoarea și omogenitatea citoplasmei Forma spermatidelor este rotundă, neregulată, poligonală sau alungită Aceste modificări ale formei celulei apar în timpul maturării spermatidelor din sămânță INVESTIGAȚII CHIMICE ȘI MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE tubuli Raportul dintre nucleu și citoplasmă este deplasat brusc spre citoplasmă Nucleii sunt rotunzi sau neregulat rotunjiți, pot ocupa fie o parte */ /w a celulei și pot fi localizați central (spermatide rotunde) sau excentric Structura cromatinei în nucleele mai mari este parțial păstrată; nucleele mici pot fi hipercromice, lipsite de structură sau păstrează parțial structura cromatinei Nucleii mai mari sunt de obicei localizați central în citoplasmă, cei mici sunt excentric, aproape la marginea citoplasmei Culoarea citoplasmei spermatidelor este policromatofilă - de la gri-albastru la gri Cu încălcarea spermatogenezei, spermatidele se găsesc în cantități mari în ejaculat, uneori în combinație cu spermatocite de ordinul doi și corpuri reziduale (picături citoplasmatice libere) Corpii reziduali (picături citoplasmatice libere sau fragmente de citoplasmă spermatidă) se formează în timpul formării unui spermatozoid sau distrugerii spermatidelor (spermatiogeneză ineficientă) În mod normal, procesul de maturare a spermatozoidului și eliberarea acestuia din picătura citoplasmatică are loc în tubul seminifer, unde celulele Sertoli, sau celulele epiteliale ale epididimului, fagocitează aceste rămășițe ale citoplasmei Practic nu există corpuri reziduale într-un ejaculat normal Apariția corpurilor reziduale în ejaculat este de obicei combinată cu apariția celulelor de spermatogeneză (spermatidele, uneori în combinație cu spermatocite) macrofage Acestea sunt celule mari, de formă rotundă, cu diametrul de - microni, cu un nucleu situat excentric În preparatele colorate cu azur-eozină, citoplasma înconjoară nucleul cu o margine largă mai mult pe o parte, se vacuolează, în vacuole se pot observa leucocite, fragmente de nuclee sau nuclee întregi de elemente celulare distruse, bacterii Nu există macrofage în sperma unui bărbat sănătos Macrofagele apar în materialul seminal al pacienților care suferă de inflamație cronică specifică și nespecifică a prostatei, epididimului etc Spermofagele sunt macrofage care fagocitează spermatozoizii Spermofagele sunt celule rotunde cu un diametru de până la - microni, în citoplasmă cărora, în preparatele native și colorate cu eozină azur, sunt vizibile în principal capetele spermatozoizilor Uneori puteți vedea spermiofagi plini cu capete de spermatozoizi, iar din citoplasma lor din jurul circumferinței, ca razele, ies în afară cozile spermatozoizilor parțial înghițiți În mod normal, în tubii epididimului, rolul macrofagelor este îndeplinit de celulele epiteliale (spermofage ale epididimului), care fagocitează picăturile citoplasmatice "scăzute" din gâtul spermatozoizilor maturi Apariția spermofagelor în spermă se datorează stagnării prelungite a spermatozoizilor în epididim, eliberării spermatozoizilor defecte sau vechi din epididim ca urmare a ejaculărilor rare Eritrocite În preparatele native și colorate cu eozină azur, eritrocitele arată la fel ca în orice alt material biologic În preparatul nativ, acestea sunt celule obișnuite, rotunde, galben pal, cu o iluminare în centru cu un diametru de - microni, aflate împrăștiate sau în ciorchini Nu există eritrocite în sperma bărbaților sănătoși Apariția globulelor roșii în ejaculat se numește "hemospermie" Hemospermia poate fi adevărată și falsă Hemospermie falsă - apariția globulelor roșii în materialul seminal ca urmare a microtraumatismului acut (masturbare brută, examinarea materialului seminal obținut a doua zi după o examinare instrumentală a vezicii urinare sau prelevarea de material din uretra pentru examen bacteriologic) Adevărata hemospermie se observă cu inflamarea glandelor accesorii, a neoplasmelor celule epiteliale Celulele epiteliale scuamoase stratificate cu cheratinizare sunt spălate de glandul penisului și preputului Celulele epiteliale de tranziție căptușesc partea prostatică a uretrei în secțiunile sale inițiale Cea mai scurtă parte membranoasă a uretrei INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Canalul de cm lungime și partea sa cea mai lungă, spongioasă, este căptușită cu epiteliu cilindric multistrat înalt Fosa naviculară a uretrei este căptușită cu celule caliciforme, iar partea sa distală este căptușită cu epiteliu stratificat stratificat nekeratinizat În preparatul nativ, celulele epiteliului scuamos stratificat keratinizant sunt celule mari, poligonale sau rotunjite, incolore, cu nuclei rotunji mici sub formă de bule În preparatele colorate cu azur-eozină, celulele stratului de suprafață sunt mari, - µm în diametru, de formă poligonală, cu un nucleu de - µm în diametru, picnotice, hipercromice Citoplasma celulelor este ușor colorată, gri-albastru sau gri În spermatozoizii unui bărbat sănătos, pot fi găsite celule individuale ale stratului de suprafață keratinizat al epiteliului stratificat, care sunt spălate de pe glandul penisului și preputului în timpul ejaculării Celulele de suprafață ale epiteliului scuamos stratificat nekeratinizat care căptușesc fosa naviculară distală se pot alătura și ejaculatului Într-un preparat nativ de spermatozoizi, acestea sunt celule mari, de formă rotundă, cu nuclee mici asemănătoare bulelor pe fundalul unei citoplasme abundente fără structură În preparatele colorate cu azur-eozină, acestea sunt celule mari, cu diametrul de - microni, ovale sau rotunde Citoplasma este abundenta, colorata in tonuri bazofile usoare Nucleul cu diametrul de - microni este situat central, rotund sau oval, cu o structură de cromatină parțial conservată Epiteliul stratificat coloanei căptușește părțile spongioase (membranoase) și distale (prostatice) ale uretrei Celulele localizate superficial pot fi respinse în timpul ejaculării și pot fi detectate în sperma În preparatul nativ, au o formă alungită, un capăt distal apical expandat și ascuțit și au o coadă (celule caudate) Aceste celule sunt de obicei într-o stare de distrofie a nucleului și a citoplasmei Epiteliul de tranziție (stratificat) căptușește secțiunile inițiale ale părții prostatice a uretrei, secțiunile distale ale canalelor ejaculatoare și pasajele prostatice Celulele superficiale ale epiteliului tranzițional stratificat din preparatul nativ sunt rotunde și neregulat rotunjite ("motolite") La o mărire mare, unul, doi sau trei nuclei sunt vizibili pe fundalul unei citoplasme abundente Citoplasma acestor celule este de obicei într-o stare de distrofie: proteinacee cu granulație grosieră, vacuolară sau grasă În preparatul colorat cu azur-eozină, acestea sunt celule rotunde sau poligonale care conțin - sau mai mulți nuclei, ocupând o parte mai mică a celulelor Citoplasma este colorată în tonuri bazofile bogate sau bazofile ușoare Nucleii sunt hipercromici, grosier aglomerați și pot fi în stare de carioliză sau cariorexie Examenul imunologic al spermatozoizilor DETECȚIA ANTICORPILOR LA SPERMATOZOIZI Anticorpii anti-spermatozoizi aparțin aproape exclusiv la două clase de imunoglobuline, IgA și IgG Pe baza faptului că IgA funcționează într-o măsură mai mare la suprafață, determinând imunitatea de barieră, iar spermatocitele din testicule sunt separate de restul corpului de bariera hematotesticulară, se crede că anticorpii din clasa IgA sunt mai mari semnificație clinică decât anticorpii din clasa IgG Anticorpii din clasa IgM din ejaculat sunt detectați foarte rar datorită dimensiunii mari a moleculelor lor Screeningul pentru prezența anticorpilor este efectuat în ejaculatul nativ În acest caz, se folosește fie testul imun cu minge, fie testul mixt de antiglobulină INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE (test MAP) Rezultatele testului cu mărgele imune și ale testului MAP nu sunt întotdeauna consecvente Dacă rezultatele acestor teste sunt pozitive, sunt necesare studii suplimentare, în special un test pentru interacțiunea spermatozoizilor cu mucusul cervical, pentru a confirma diagnosticul Test imun cu mingea Cu ajutorul unui test direct cu margele imune, anticorpii pot fi detectați pe suprafața spermatozoizilor Margele imune sunt sfere de poliacrilamidă legate covalent cu imunoglobulinele anti-umane de iepure Cu acest test, puteți determina simultan prezența anticorpilor din clasa IgA și IgG Spermatozoizii sunt separați de lichidul seminal prin dublă centrifugare, sedimentul este amestecat cu un tampon pentru a obține o suspensie Suspensia de spermă este amestecată cu suspensia de bile imună Preparatul rezultat este examinat la un microscop cu contrast de fază la o mărire de de ori Bilele imune se lipesc împreună cu spermatozoizii mobili, pe suprafața cărora se află anticorpi Se numără spermatozoizii (în procente) asociați cu bile, se notează natura legăturii Clasa de anticorpi poate fi determinată folosind diferite seturi de margele imune Se crede că cel puțin % dintre spermatozoizii mobili trebuie să fie acoperiți cu anticorpi pentru a afecta semnificativ pătrunderea mucusului cervical de către spermatozoizi și pentru a preveni fertilizarea chiar dacă nu Pe baza acestui fapt, cel puțin % din spermatozoizii mobili trebuie să fie asociate cu margele imune pentru ca testul să fie considerat relevant din punct de vedere clinic Legarea globulelor imune de vârfurile cozilor spermatozoizilor nu este neapărat asociată cu o fertilitate afectată și poate apărea la bărbații sănătoși Test indirect cu margele imune (anticorpi antisperma) Testul imun indirect al mărgelelor este conceput pentru a detecta anticorpi anti-spermatozoizi în serul inactivat termic, plasma seminal și mucusul cervical diluat cu bromelaină Test antiglobuline mixte (test MAP) Testul MAP cu anticorpi din clasele IgA și IgG se efectuează prin amestecarea unei probe de ejaculat nativ cu particule de latex sau cu eritrocite acoperite cu anticorpi umani din clasa IgA sau IgG La acest amestec se adaugă un antiser IgG anti-uman monospecific Formarea de aglutinați amestecați indică faptul că spermatozoizii sunt acoperiți cu IgA sau IgG Diagnosticul de "infertilitate imunologică" este valabil dacă particulele sunt atașate la cel puțin % din spermatozoizii mobili Diagnosticul trebuie confirmat prin teste cu mucus cervical Studiul interacțiunii spermatozoizilor cu mucusul cervical Epiteliul membranei mucoase a colului uterin este format din celule secretoare de diferite tipuri Natura și numărul celulelor secretoare variază în diferite părți ale colului uterin Produșii de secreție ai acestor celule fac parte din mucusul cervical Hormonii ovarieni reglează secreția de mucus cervical Modificarea volumului de secreție este ciclică La femeile sănătoase de vârstă reproductivă, producția zilnică de mucus variază de la , ml la mijlocul ciclului menstrual până la mai puțin de , ml în alte faze ale ciclului Compoziția mucusului cervical include o cantitate mică de endometru, tubar INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE și eventual lichid folicular În plus, în mucusul cervical sunt prezente leucocite și detritus celular din epiteliul membranei mucoase a uterului și a canalului cervical Mucusul cervical este un secret eterogen, format din componente cu vâscozitate mare și scăzută Se caracterizează prin consistență, extensibilitate și cristalizare Componenta cu vâscozitate ridicată constă din mușchi, un sistem fibros construit dintr-un miez peptidic și lanțuri laterale de oligozaharide Componenta cu vâscozitate scăzută include electroliți, compuși organici și proteine solubile Modificările ciclice ale constituenților mucusului cervical pot afecta penetrarea și supraviețuirea spermatozoizilor Spermatozoizii sunt capabili să pătrundă în mucusul cervical din aproximativ a -a zi a unui ciclu menstrual normal de de zile, iar această capacitate crește treptat, atingând apogeul chiar înainte de ovulație După aceasta, capacitatea de a pătrunde scade și înainte să apară modificări vizibile ale caracterului mucusului cervical Este adesea observată variabilitatea individuală în timp și gradul de permeabilitate a mucusului la spermatozoizi Spermatozoizii mobili, ghidați de fibre de mucus cervical, pătrund în criptele cervicale, de unde se pot colecta și apoi pătrunde treptat în uter și trompele uterine Colul uterin și secrețiile sale sunt susceptibile la penetrarea spermatozoizilor în timpul sau înainte de ovulație și creează o barieră în calea pătrunderii în alte faze ale ciclului, protejează spermatozoizii de mediul agresiv al vaginului și de fagocitoză În mucusul cervical, spermatozoizii sunt selectați datorită diferenței de motilitate și morfologie, precum și a inițierii capacității spermatozoizilor În prezent, nu există metode prin care să fie posibilă în practică evaluarea efectului lichidului uterin și tubar asupra spermatozoizilor Mucusul cervical este ușor disponibil pentru prelevare și examinare Evaluarea interacțiunii spermatozoizilor cu mucusul cervical este foarte importantă și ar trebui inclusă în examinarea pentru infertilitate Identificarea unei încălcări a interacțiunii spermatozoizilor cu mucusul cervical poate servi ca indicație pentru inseminarea artificială intrauterină sau utilizarea altor metode de tehnologii de reproducere asistată OBȚINEREA ȘI CONSERVAREA PROBELOR DE MUCOSA CERVICALĂ Colul uterin este expus în oglinzi și frecat ușor cu un tampon pentru a elimina scurgerile vaginale Mucusul din faringe extern este îndepărtat cu un tampon sau o pensetă Mucusul cervical poate fi aspirat folosind o seringă cu tuberculină (fără ac), o seringă de mucus, o pipetă sau un tub de polietilenă Dacă este posibil, evaluarea calității mucusului trebuie efectuată imediat după colectare Dacă acest lucru nu este posibil, mucusul trebuie păstrat înainte de analiză La obținerea mucusului prin aspirație, este important ca forța de presiune asupra pistonului instrumentului (seringă, cateter etc ) să fie standard Aspirația se începe după ce vârful instrumentului a fost introdus aproximativ cm în canalul cervical Continuând aspirația, instrumentul este retras treptat Presiunea asupra pistonului este oprită imediat înainte ca unealta să fie retrasă din gâtul exterior Probele de mucus pot fi depozitate într-o seringă cu tuberculină, polietilenă sau eprubete mici închise Trebuie avut grijă să vă asigurați că există o cantitate minimă de aer în recipiente Probele trebuie păstrate la frigider la °C timp de cel mult zile Acolo unde este posibil, probele de mucus trebuie utilizate în termen de două zile de la primire, iar intervalul dintre recoltare și utilizare trebuie întotdeauna notat Specimenele de mucus nu trebuie congelate INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE INTERACȚIUNEA SPERMILOR CU MUCOSUL CERVICAL Mucusul cervical într-o perioadă limitată a ciclului menstrual favorizează migrarea spermatozoizilor Mucusul cervical bogat în estrogeni este favorabil pentru penetrarea spermatozoizilor Durata perioadei favorabile pentru diferite femei este diferită Mai mult, această perioadă variază la aceeași femeie de la un ciclu menstrual la altul Prin urmare, numai după repetarea testelor în mai multe cicluri, se poate concluziona că există o încălcare a interacțiunii spermatozoizilor cu mucusul cervical Test in vivo (postcoital) Cheltuirea timpului Testul postcoital trebuie efectuat cât mai aproape de momentul ovulației, determinat pe baza criteriilor clinice (acestea sunt durata obișnuită a ciclului, temperatura bazală, modificări ale mucusului cervical, examinarea citologică a vaginului, dacă este posibil, determinarea) a nivelului de estrogen din ser sau urină, ecografie a ovarelor) Este important ca fiecare laborator să efectueze testarea mucusului cervical la un interval de timp standard după actul sexual Acest timp variază de la la de ore Recomandări pentru pacienți cu privire la pregătirea pentru testul postcoital Partenerii trebuie să se abțină de la actul sexual cu cel puțin zile înainte de test Trebuie să numiți ziua cea mai potrivită pentru test (data) Relațiile sexuale ar trebui să aibă loc în noaptea dinaintea acelei zile Tehnica testului postcoital Un speculum (fără lubrifiere) este introdus în vagin și o probă de descărcare din fornixul vaginal posterior este luată cu o seringă de tuberculină (fără ac), pipetă sau tub de polietilenă O altă seringă sau cateter preia o probă de mucus din canalul cervical Apoi, fiecare probă este aplicată pe o lamă de sticlă separată, acoperită cu o lamă și examinată la o adâncime standard folosind un microscop cu contrast de fază O mostră de scurgeri vaginale În mod normal, spermatozoizii din vagin mor în ore Probă de mucus cervical Numărul de spermatozoizi din partea inferioară a canalului cervical variază în funcție de timpul scurs după actul sexual La - ore după actul sexual, un număr mare de spermatozoizi se acumulează în partea inferioară a canalului cervical Se recomandă ca concentrația de spermatozoizi în mucus să fie exprimată în unități standard (număr de spermatozoizi în mm ), ceea ce este similar cu calculul conținutului de elemente celulare în mucus În funcție de motilitatea spermatozoizilor în mucusul cervical, aceștia sunt clasificați în categorii: • mișcare rapidă înainte; • mișcare înainte lentă și lentă; • mișcare netraductivă; • imobilitate Prezența oricărui număr de spermatozoizi cu mișcare rapidă este cel mai important indicator al funcției normale a mucusului cervical Interpretarea rezultatelor Scopul testului postcoital este nu numai de a determina numărul de spermatozoizi activi în mucusul cervical, ci și de a evalua supraviețuirea și comportamentul spermatozoizilor la multe ore după actul sexual (rolul rezervorului) Prin urmare, testul după - de ore este optim pentru evaluarea viabilității și supraviețuirii spermatozoizilor INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Prin prezența în mucusul canalului cervical a oricărui număr de spermatozoizi cu mișcare rapidă înainte, se poate concluziona că factorul cervical din acest cuplu nu este cauza infertilității Dacă rezultatul este negativ sau anormal, testul postcoital trebuie repetat Dacă spermatozoizii nu se găsesc în canalul cervical și în vagin, este necesar să se întrebe cuplul dacă ejacularea a avut loc cu adevărat și spermatozoizii au intrat în vagin Motivul rezultatului negativ al testului poate fi momentul greșit al testului Testele efectuate prea devreme sau prea târziu pot da rezultate negative chiar și în cuplurile fertile La unele femei, testul poate fi pozitiv doar pentru - zile din întregul ciclu menstrual Dacă timpul exact al ovulației nu poate fi determinat, testul trebuie repetat de mai multe ori în timpul ciclului sau trebuie efectuate teste in vitro Doar rezultatul negativ obținut în mod repetat al testului postcoital în mai multe cicluri, sub rezerva momentului optim, poate indica rolul factorului cervical ca posibilă cauză a infertilității Teste in vitro Un studiu detaliat al interacțiunii spermatozoizilor cu mucusul cervical poate fi, de asemenea, efectuat folosind teste de penetrare in vitro De obicei, aceste teste sunt efectuate în cazul unui rezultat negativ al testului postcoital Acestea sunt cele mai informative atunci când sunt testate încrucișat folosind sperma și mucusul cervical de la donatori Dacă scopul testului de interacțiune spermatozoid-mucus cervical este de a compara calitatea diferitelor mostre de mucus cervical, ar trebui utilizată o singură probă de ejaculat cu caracteristici optime de concentrație, motilitate și morfologie a spermatozoizilor Dacă este necesar să se evalueze calitatea diferitelor mostre de ejaculat, utilizați aceeași probă de mucus cervical pentru a avea o idee despre capacitatea spermatozoizilor de a pătrunde în acest mucus Dacă se obține un rezultat negativ al testului folosind ejaculat masculin și mucus feminin, se pot efectua teste încrucișate cu spermatozoizi și mucus cervical al donatorilor pentru a determina dacă spermatozoizii și/sau mucusul cervical sunt responsabili pentru rezultatul anormal Mucusul cervical de la donator poate fi obținut de la femeile care suferă inseminare artificială la mijlocul ciclului menstrual Mucusul cervical trebuie recoltat înainte de inseminare în ciclul natural sau în ciclul de stimulare a ovulației cu gonadotropine Testele in vitro sunt efectuate în termen de o oră de la primirea probei de ejaculat Trebuie folosit doar mucusul cervical obținut de la femeile aflate la mijlocul ciclului menstrual Utilizarea gelurilor surogat, cum ar fi mucusul cervical bovin sau gelurile sintetice, nu poate fi recomandată ca echivalent cu mucusul cervical feminin pentru testele de interacțiune in vitro spermatozoizi-mucus cervical Studiul biochimic al spermatozoizilor Menținerea activității funcționale a spermatozoizilor este realizată de plasma spermatozoizilor, care conține proteine și enzime, oligoelemente, fructoză, acid citric, carnitină și alți metaboliți Plasma spermatozoizilor este un amestec de secretii ale gonadelor accesorii Activitatea normală a acestor glande este asigurată de hormonii androgeni Testosteronul stimulează acumularea de fructoză în veziculele seminale, acid citric și oligoelemente în prostată, carnitină în epididim, deci nivelul acestora metaboliți din plasma spermatozoizilor pot indica indirect saturația androgenă a corpului și starea funcțională a glandelor sistemului reproducător masculin Secreția de fructoză este considerată cea mai importantă funcție a veziculelor seminale, deoarece această substanță asigură menținerea metabolismului și a motilității spermatozoizilor Concentrația normală de fructoză în spermatozoizi este de - mmol/l Scăderea viabilității spermatozoizilor este însoțită de o creștere a nivelului de fructoză din spermatozoizi Concentrația de acid citric reflectă starea funcțională a glandei prostatei și funcția endocrină a testiculelor În mod normal, este mai mare de mmol / l Nivelul de carnitină din plasma spermatozoizilor este de aproximativ , mol/l Intră în ejaculat din epididim ( %) și vezicule seminale Carnitina este implicată în transferul acizilor grași prin membrana spermatozoidală și crește mobilitatea acestora Oligoelemente precum Fe, Mg, Mn, Zn au un impact semnificativ asupra motilității spermei și asupra proprietăților fertilizante ale ejaculatului Secreția lor este efectuată în principal de prostată Plasma spermatozoizilor conține o cantitate mare de proteine care sunt secretate în principal de prostată și veziculele seminale În mod normal, concentrația de proteine totale este de - g/l Enzimele cheie ale procesului de fertilizare sunt serin proteinaza (acrozina) și hialuronidaza implicate în reacția acrozomală Activitatea lor depinde direct de concentrația spermatozoizilor Studiul activității acrozinei servește ca un test excelent pentru evaluarea fertilității în pregătirea pentru inseminarea artificială Conținutul de hialuronidază este direct dependent de numărul de spermatozoizi: odată cu creșterea acestora, crește concentrația de hialuronidază în ejaculat Procedura de testare a sputei pentru colectarea sputei Diagnosticul prin examinarea microscopică a sputei este posibil dacă pacientul respectă regulile pentru colectarea acesteia Prelevarea de spută se efectuează dimineața, după toaleta cavității bucale și clătirea cu o soluție de sifon %, cu tuse intensă Sputa se recoltează într-un vas curat, cu gura lată, bine închisă, după mai multe șocuri de tuse și se livrează imediat la laborator Microscopia sputei este un studiu care necesită forță de muncă (Tabelele - ; Acest lucru se datorează concentrației scăzute de celule valoroase din punct de vedere diagnostic pe unitatea de suprafață a preparatului, degenerarea acestor celule sub acțiunea enzimelor salivare, contaminării preparatului cu elementele celulare și alimentare ale cavității bucale Un semn tipic în examenul citologic al sputei este prezența macrofagelor alveolare Dacă se suspectează un neoplasm malign al plămânilor, sputa trebuie examinată de mai multe ori La examinarea microscopică a sputei, trebuie avut în vedere că creșterea eficacității examinării sputei depinde mai mult de creșterea numărului de porții din care este prelevat materialul decât de creșterea numărului de preparate preparate Pentru a diagnostica cancerul pulmonar, este suficient să efectuați un examen citologic de ori a sputei, pentru a exclude acest diagnostic - de ori În cazuri speciale, când alte metode de obținere a materialului de diagnostic (bronhoscopie, puncție pulmonară) sunt contraindicate sau nu sunt efectuate în această instituție medicală, numărul analizelor de spută poate crește semnificativ INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Tabelul - Avantajele și limitările citologiei sputei (Shapiro N A , ) Avantaje Restricții Fără contraindicații și echipamente speciale Producerea spontană de spută Posibilitate de studii multiple Prezența în material a celulelor din toate părțile plămânului ("oglindă" plămânului) Performanță ridicată în diagnosticul tumorilor de localizare centrală Eficiență ridicată în leziunile pulmonare cu carcinom spinocelular Eficiență ridicată în leziunile pulmonare cu carcinom cu celule mici Posibilitatea diagnosticării unei tumori în stadiul asimptomatic al bolii Cel mai bun test de screening În absența sputei, necesitatea de a folosi tehnici speciale Dependența performanței de calificările asistentului de laborator Intensitate mare a travaliului de preparare a medicamentului Durata examinării unui medicament și a unei spute Eficiență scăzută a diagnosticului în cazul localizării periferice a leziunii Eficiență scăzută în diagnosticul neoplasmelor benigne Lipsa de informații despre localizarea și extinderea leziunii Necesitatea de a exclude localizarea tumorii în organul vecin (cavitatea bucală, faringe, laringe, esofag) Proprietățile sputei Cantitatea zilnică de spută Cantitatea de spută depinde de boală În bronșita acută, astmul bronșic și stadiul inițial al pneumoniei, se eliberează până la - ml ( - scuipaturi) în timpul zilei În bronșita cronică, adenomatoză, tuberculoză pulmonară se secretă până la - ml spută Cu bronșiectazie, actinomicoză și unele boli helmintice, cantitatea sa ajunge la litri, iar la deschiderea unui abces pulmonar - litri De obicei, numai sputa de dimineață proaspăt izolată este livrată la CDL pentru cercetare Copiii și pacienții cu debilitate severă nu tusesc toată sputa , așa că excretă foarte puțin din ea Miros Sputa proaspătă este inodoră Mirosul putred sau gangrenos al sputei proaspăt colectate este caracteristic bronșitei putrefactive, gangrenei pulmonare, abceselor pulmonare și neoplasmelor maligne ale plămânilor, însoțite de procese necrotice Culoare și transparență Sputa mucoasă este de obicei incoloră și limpede sau are o culoare albicioasă Spută purulentă și purulent-mucoasă de culoare cenușie, gălbuie sau verzuie, care se datorează prezenței leucocitelor, produselor lor de degradare și activității vitale a bacteriilor (Pseudomonas aeruginosa) Sputa cu sânge poate avea culoarea sângelui cu sângerare pulmonară semnificativă Culoarea ruginită este tipică pentru pneumonia croupoasă, maronie - pentru paragonimiază, culoarea maro apare în tuberculoză, cangrenă, neoplasme maligne ale plămânilor și se datorează conținutului de produs de degradare a hemoglobinei - hemosiderina Sputa de culoare zmeură se observă în neoplasmele maligne ale plămânului, este transparentă, ca jeleul, din cauza hemolizei globulelor roșii, uneori tulbure din cauza hemoglobinei, globulelor roșii și a altor elemente celulare Cu icter, pacienții produc spută verde murdară sau galben-verzuie Când o astfel de spută este aplicată pe zona de diagnostic a benzii pentru determinarea bilirubinei în urină, se observă o culoare violet caracteristică INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Natura sputei Principalele componente ale sputei sunt mucusul, puroiul, sângele și, în cazuri rare, lichidul seros În funcție de predominanța uneia sau altei componente, există spută pur mucoasă, mucopurulentă, purulent-mucoasă, pur purulentă, sângeroasă, care poate fi și sângeroasă, mucoanguină, mucopurulentă-sângeroasă sau seroasă Partea predominantă a sputei polimorfe este plasată ultima în titlu Sputa mucoasă este rezultatul producției crescute de mucus de către celulele mucoase ale tractului respirator sub influența bacteriilor sau a altor iritanți Această spută este incoloră, vâscoasă și conține o cantitate mică de elemente celulare Se izolează în inflamațiile cronice ale căilor respiratorii superioare, la fumători, în crize de astm, tuse convulsivă și bronșită acută Cu forma infiltrativă și focală de tuberculoză pulmonară, sputa poate fi doar mucoasă În timpul proceselor inflamatorii nespecifice ale plămânilor se eliberează o cantitate mică de mucoasă, cu boabe mici de culoare gri, "sprețuitoare" și care nu se întind spută Sputa mucopurulentă este o masă destul de omogenă, tulbure și vâscoasă Mucusul și puroiul sunt amestecate uniform în el O astfel de spută este caracteristică bolilor bronhiilor și parenchimului pulmonar Sputa purulentă-mucoasă este eterogenă Constă din mucus, în care se află bulgări purulente de formă rotunjită Este tipic pentru bolile tractului respirator superior Pe fondul mucusului, se pot determina dungi gri-albicioase sau sângeroase, care apare în cancerul pulmonar Sputa purulentă - semi-lichidă sau lichidă, în cantități mari este caracteristică formei fibros-cavernoase a tuberculozei O cantitate mare de spută purulentă verzuie cu miros putred este eliberată în timpul unui abces pulmonar Izolarea sputei pur purulente se observă extrem de rar, numai la deschiderea unui empiem pleural în lumenul bronhiei Când treceți prin bronhii, o cantitate mică de mucus este amestecată cu spută Sputa cu sânge se observă mai des în cazul tuberculozei pulmonare, dar poate apărea și în cazul actinomicozei, cangrenei pulmonare, bronșiectaziei, neoplasmelor, sifilisului și leziunilor pulmonare Sursa de sângerare poate avea, de asemenea, o origine non-pulmonară - cavitatea nazală, ulcerul gastric (ulcer rotund), pătrunderea nodului anevrismatic al aortei în lumenul bronhiei sau traheei Sputa muco-sângeroasă apare cu infarct pulmonar în stadiul de dezvoltare inversă, cu inflamație a tractului respirator superior sau a nazofaringelui Sputa mucopurulentă-sângeroasă este adesea secretată în tuberculoză, procese inflamatorii congestive severe ale tractului respirator, neoplasme maligne, actinomicoză, paragonimiază (distomatoză), bronșiectazie Un amestec de sânge în sputa mucopurulentă poate fi prezentat sub formă de vene și fire mici Sputa spumoasă este de obicei incoloră, asemănătoare cu saliva, caracteristică adenomatozei plămânilor Sputa seroasă este adesea incoloră, spumoasă, lichidă, nevâscoasă și destul de transparentă Odată cu amestecul de sânge și produsele sale de degradare, culoarea sputei poate căpăta o nuanță roșiatică sau gălbuie O caracteristică distinctivă a sputei seroase este conținutul ridicat de proteine O astfel de spută apare cu edem, tuberculoză pulmonară Urmele de proteine sunt caracteristice sputei în bronșita cronică O idee aproximativă a cantității de proteine din spută poate fi obținută folosind zona de diagnostic a benzii pentru determinarea calitativă și semi-cantitativă a proteinei în urină INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Examinarea microscopică a sputei Examinarea microscopică a preparatelor de spută native și colorate trebuie efectuată de un medic Elementele celulare și necelulare din spută sunt întotdeauna distribuite neuniform, așa că este necesar să se studieze mai multe preparate native sau două compuse din toate părțile sputei Dacă prepararea preparatelor native complexe provoacă dificultăți, preparatele native trebuie preparate din fiecare componentă a sputei, iar din preparatul nativ în care s-au găsit elemente celulare care au stârnit interesul microscopistului se pregătește un preparat pentru colorare cu azur-eozină și Ziehl-Neelsen ELEMENTELE CELULARE ALE SPUTEI Neutrofile În preparatele de spută, leucocitele pot fi bine conservate și în diferite stadii de degenerare, prin urmare, tipurile de leucocite, morfologia lor sunt determinate în preparate colorate cu azur-eozină Neutrofilele se găsesc întotdeauna în spută în cantități mai mari sau mai mici Cu cât este mai mult puroi în spută, cu atât mai multe neutrofile Neutrofilele pot fi combinate cu alte tipuri de leucocite În procesele inflamatorii nespecifice, neutrofilele din puroi gros arată ca niște celule volumetrice incolore, cu granulație fină, clar conturate, cu ceva strălucire În sputa seroasă lichidă, neutrofilele sunt celule mari (de , ori mai mari decât un eritrocit) cu nuclei fragmentați bine definiti Eozinofile Eozinofile - celule cu dimensiunea de - microni Nucleul este de obicei format din două segmente La o mărire mare, granularitatea sferică uniformă gălbuie este vizibilă în citoplasma lor Eozinofilele sunt recunoscute prin capacitatea acestei granularități specifice de a refracta lumina transmisă În preparatele colorate cu azur-eozină, în eozinofile, pe fondul citoplasmei albastre, se vizualizează clar un nucleu cu o structură cromatinică stringoasă, format de obicei din , mai rar - segmente, înconjurat de granularitate sferică uniformă Principalele caracteristici ale eozinofilelor în bolile sistemului bronhopulmonar: • citoplasma eozinofilelor conține granule cu o cantitate mare de proteine alcaline și peroxizi cu activitate bactericidă; • în granule de eozinofile se determină fosfataza acidă, acrisulfaza, colagenaza, elastaza, glucuronidază, catepsinmieloperoxidaza şi alte enzime cu activitate litică; • eozinofilele au activitate fagocitară slabă și provoacă citoliză extracelulară, participând la imunitatea antihelmintică, precum și participând activ la reacțiile alergice; • Apariția eozinofilelor în spută este favorizată de bolile alergice: ❖ astm bronșic; alveolită alergică exogenă; ❖ Pneumonie eozinofilă Lefler; spasm prelungit al sfincterului lui Oddi; ❖ spasm prelungit al duodenului; ❖ cancer al papilei lui Vater; ❖ cancer de cap pancreatic • Absența bilei vezicii biliare este caracteristică următoarelor afecțiuni: ❖ leziuni ale vezicii biliare (cum ar fi litiază biliară, atrofia vezicii biliare, colecistită, atonia vezicii biliare, prolapsul vezicii biliare, îndoirea gâtului vezicii biliare); ❖ leziuni ale căii biliare comune (coledochită, coledocolitiază); cu spasm al sfincterului lui Oddi; ❖ hepatită infecțioasă în timpul stagnării intrahepatice • Oprirea completă a vezicii biliare indică absența bilei după o dublă injectare a unui iritant enteric • Culoarea maro deschis a porțiunii biliare "B" se observă în ciroza hepatică, hepatită, hepatită infecțioasă În același timp, densitatea și concentrația relativă (indicele de bilirubină) bilei scad • Colorarea verde sau verzuie a porțiunii de bilă "B" este caracteristică colecistitei și stagnării prelungite a bilei în vezica biliară Această culoare se datorează oxidării bilirubinei galbene la biliverdină verde • Bila albă chistică este secretată de colecistita calculoasă prelungită și hidropizia vezicii biliare din cauza blocării ductului cistic În același timp, pigmenții biliari sunt distruși în vezica biliară și se formează compuși leuco incolori • O porțiune pleocromă foarte închisă a bilei "B" este observată în anemie hemolitică, care se explică prin descompunerea crescută a hemoglobinei Selecţie INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE bila întunecată a vezicii biliare apare cu stagnare prelungită în vezica biliară Bila stagnantă se caracterizează prin densitate relativă și concentrație ridicată (indice de bilirubină) Faza V - bilă hepatică, sau porțiune de bilă "C" O parte din bilă "C" este eliberată din sondă atâta timp cât sonda se află în duoden De aceea prezența sondei în duoden este limitată la de minute, adică colectarea bilei în eprubete ( fracțiuni de zece minute), Amenda: • este excretat prin căile biliare intra- și extrahepatice imediat după terminarea alocării unei porțiuni de bilă "B"; • viteza de eliberare - ml/min; • curge uniform, continuu, in timp ce sonda se afla in duoden; • culoare - galben deschis sau lamaie; • vâscozitate - nesemnificativă; • transparență - deplină; • pH - , - , ; • densitate relativă - , - , g/l: • concentrație (indicele de bilirubină Meilengracht) - - unități, Patologie • Lentă ( - picături pe minut), intermitentă, cu pauze, se observă eliberarea unei porțiuni de bilă "C" în hepatita sau ciroza infecțioasă, sau hepatoza hepatică În același timp, culoarea porțiunii de bilă este " " palidă, concentrația este redusă brusc, densitatea relativă este la limita inferioară a normei sau mai mică, • O culoare mai închisă a bilei hepatice se observă în anemiile hemolitice și cu o contracție tardivă a vezicii biliare ca urmare a amestecului de resturi de bilă a vezicii biliare Această porțiune de bilă poate fi izolată ca porțiune de "BC" Dacă se suspectează colelitiază și/sau diskrinie, porțiunea de "BC" trebuie colectată într-un tub separat, iar precipitatul format trebuie supus examinării microscopice • Eliberarea intermitentă a unei porțiuni de bilă "C" indică hipertonicitatea sfincterului lui Oddi, • Absența unei porțiuni de bilă "C" indică blocarea căii biliare comune de către o piatră, spasm al sfincterului lui Oddi sau prezența unui neoplasm care împiedică scurgerea bilei Examinarea microscopică a bilei Toate porțiunile de bilă care conțin fulgi de mucus și/sau sediment în suspensie la fundul eprubetelor trebuie supuse examinării microscopice Trebuie luat în considerare faptul că enzima proteolitică pancreatică tripsina este în stare activă și descompune rapid elementele celulare Examinarea microscopică a bilei trebuie efectuată imediat, de îndată ce se obține următorul tub (fracție), deoarece după câteva minute elementele celulare ale duodenului și ale sistemului biliar, închise în mucus liber, vor fi parțial sau complet lizate Elementele celulare ale tractului respirator (mucus nazal, spută), închise în mucus gros și dens, rămân în conținutul duodenal mult timp La starea prelungită in vitro, stabilitatea coloidală a bilei obținute este perturbată, din soluție cad cristale de acizi biliari sau colesterol, iar bilirubina este oxidată la biliverdină, care este însoțită de înverzirea bilei INVESTIGAȚII CHIMICE ȘI MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Metoda de preparare a preparatelor Conținutul tubului este turnat într-un vas Petri așezat pe o foaie de hârtie neagră Fulgii de mucus suspendați sunt îndepărtați secvențial cu o pipetă, din ei se face un preparat nativ și se acoperă cu o lametă Din sedimentul format în partea de jos a tubului, trebuie să pregătiți un preparat separat Mucusul găsit într-una sau alta fracțiune a conținutului duodenal se poate referi nu numai la sistemul biliar afectat de procesul inflamator (căile biliare intra și extrahepatice, vezica biliară, căile biliare comune) În timpul sondajului duodenal cu o sondă subțire cu un singur canal, saliva, mucusul nazal, sputa și mucusul gastric intră în duoden Prin urmare, leucocitele găsite în mucusul conținutului duodenal nu pot indica inflamația duodenului și a sistemului biliar Originea leucocitelor ajută la stabilirea celulelor epiteliale detectate și a altor elemente Mucusul din tractul respirator este saturat cu bule de aer, deci se află întotdeauna pe suprafața tubului cu conținut duodenal Acest mucus trebuie îndepărtat cu o pipetă înainte de microscopie Dacă elementele de mucus au intrat în preparatele pregătite pentru microscopie, trebuie luate în considerare următoarele semne: • leucocitele de salivă și mucusul nazal sunt situate pe fondul epiteliului scuamos și a unui număr mare de bacterii; • leucocitele din sputa sunt localizate pe fundalul epiteliului ciliat, macrofagelor alveolare și mielinei; • leucocitele de mucus gastric se prezintă ca nuclee segmentate goale pe fondul epiteliului sub formă de mici nuclee goale ovale de aceeași dimensiune (nu intra în leucocitele care nu aparțin sistemului biliar și duodenului în forma de răspuns!); • leucocitele libere colorate cu bilă nu au valoare diagnostică; • leucocitele moarte din orice focar de inflamație care au intrat în bilă se colorează imediat cu bilă în galben sau galben închis; • leucocitele aflate în stare de parabioză nu se colorează Patologie Cu inflamarea pasajelor intrahepatice (colangită, colangiohepatită), leucocitele sunt combinate cu un epiteliu prismatic scăzut care căptușește pasajele intrahepatice Acest epiteliu are o înălțime de - microni, nucleii fiind localizați aproape de baza celulelor Cu toate acestea, dacă în mucusul acestei porțiuni se găsește doar epiteliu cilindric scăzut în număr mare, diagnosticul de colangită sau colangiohepatită nu este exclus, deoarece leucocitele sunt de obicei distruse direct în căile biliare intrahepatice Epiteliul prismatic scăzut se găsește în colangită sau colangiohepatită în fulgi de mucus galben hepatic (porțiuni de bilă "C") Cu coledochita (inflamația căii biliare comune), leucocitele sunt combinate cu epiteliul "potrivit" care căptușește canalul biliar comun (epiteliu cilindric lung și îngust de până la - înălțime și - microni lățime) Cu coledochită, leucocitele cu epiteliu "potrivit" se găsesc în fulgi de mucus în toate fracțiunile porțiunilor de bilă "A", "B>" și "C" sau sunt reprezentate de o masă cu granulație fină ca urmare a degradarii lor O cantitate mare din acest epiteliu, care acoperă întregul câmp vizual, chiar și fără o combinație cu leucocite, face posibilă stabilirea sau confirmarea diagnosticului de coledochită În cazul colecistitei, epiteliul cilindric care căptușește vezica biliară este aproape imposibil de detectat în porțiunea de bilă "B", deoarece este respins în timpul STUDII CHIMICE ŞI MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE În inflamaţie, epiteliul cilindric al vezicii biliare şi leucocitele sunt distruse in vivo direct în vezica biliară şi în porţiunea de bilă "B" Cu colecistita în timpul intervenției chirurgicale, leucocitele se găsesc nu în lumen, ci direct în peretele inflamat al vezicii biliare, ceea ce este confirmat prin microscopia bilei obținute prin puncția vezicii biliare înainte de îndepărtarea acesteia Despre colecistita cu sonaj duodenal poate fi judecat după culoarea verde închis sau verzui a porțiunii chistice nou-obținute a bilei Leucocitele în inflamația duodenului, duodenita sunt localizate pe fundalul unui epiteliu cuticular cilindric Pe suprafața liberă a acestui epiteliu îndreptată spre cavitatea duodenului, există o cuticulă destul de groasă, care formează o margine striată, care este clar vizibilă în preparatele native Cuticula este formată dintr-o rețea de bare transversale subțiri, între care se află tubuli îngusti Absorbția are loc prin acești tubuli Epiteliul cuticular cilindric are o înălțime de - microni, o lățime în partea apicală de - microni, nuclei mari de formă ovală, strângând fuziform partea inferioară a celulelor Cu duodenită, în mucusul tuturor fracțiunilor conținutului duodenal se găsesc acumulări și straturi mari de epiteliu cuticular sub formă de palisadă sau faguri Epiteliul duodenului este lezat în mod constant de conținutul acid al stomacului, așa că în mod normal este complet reînnoit în zile Principalele criterii de apartenență a leucocitelor biliare sunt condițiile și fundalul pentru detectarea lor Leucocitele din căile biliare și duoden se găsesc în mucus pe fundalul epiteliului cilindric al zonei corespunzătoare Ele sunt de obicei incolore sau ușor gălbui, granulare și rapid proteolizate La pacienții cu o patologie evidentă a sistemului biliar, este necesar să se caute leucocite lungi și dure pe fundalul epiteliului căii biliare comune și al epiteliului căilor biliare mici intrahepatice Mai des, se găsește doar mucus care conține o masă cu granulație fină, situată sub formă de mici pete granulare, care seamănă vag cu contururile unui epiteliu cilindric și ale leucocitelor Astfel de preparate sunt obținute din fracții pregătite în timp util pentru microscopie Cu colangită și colecistită septică și stază biliară, leucocitele și epiteliul căii biliare comune și vezicii biliare pot acoperi toate câmpurile vizuale în preparatele native În mucusul conținutului duodenal (porțiuni de bilă "A" și/sau "C") se găsesc celule rotunde, destul de mari (până la - microni), numite leucocitoide, care sunt epiteliu cilindric rotunjit al duodenului În preparatele colorate cu azur II-eozină, în aceste celule sunt bine definite - fragmente de nucleu care și-au pierdut structura specifică a cromatinei (cariorexis) Printre leucocitoizi se găsesc eozinofile și limfocite Dacă microscopistul ia leucocitoide pentru leucocite, acest lucru duce la supradiagnosticarea proceselor inflamatorii în sistemul biliar și duoden O parte din leucocitoidele din porțiunile cu drenaj rapid ale bilei "B" și "C" pot fi de origine chistică Izolarea fulgilor de mucus cu leucocitoide se observă atât în condiții normale, cât și patologice Un număr deosebit de mare de leucocitoide în conținutul duodenal este observat la tinerii cu iritabilitate neuroumorală crescută Formațiuni sedimentare ale bilei Conținutul de formațiuni sedimentare cristaline și amorfe din bilă indică o pierdere a stabilității sale coloidale și permite suspectarea discriniei sau prezența pietrelor în căile biliare INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE Următoarele formațiuni sedimentare au valoare diagnostică: • microlite; • bilirubinat de calciu: • cristale de colesterol; • cristale de acizi grași; • cristale de acizi biliari Cu un număr mare de formațiuni sedimentare, în fundul tubului se formează un precipitat, din care este necesar să se pregătească un preparat nativ Pentru a face acest lucru, o picătură de sediment este aplicată pe o lamă de sticlă și acoperită cu o lamă Microliții sunt formațiuni întunecate, rotunjite sau cu mai multe fațete care refractează lumina; se găsesc mai des în porțiunea "BC" a bilei, de exemplu în bilă care intră în duoden la capătul reflexului chistic, dar uneori în porțiunea de bilă "A" la pacienții cu patologie pronunțată clinic a tractului biliar În microliți de formă rotunjită (sferomicroliți) se determină o structură concentrică Compoziția sferomicroliților include mucus, var și o cantitate mică de colesterol Cristalele de colesterol sunt plăci incolore, transparente, dreptunghiulare, de obicei cu crestături sub formă de trepte Cristalele de colesterol se dizolvă în acid sulfuric concentrat pentru a forma compuși roșii Cristalele de colesterol se găsesc uneori în normă la oamenii practic sănătoși, femei - cu - zile înainte de începerea ciclului menstrual, pacienții febrile Uneori, colesterolul precipită în porțiuni pure de bilă în timpul depozitării lor pe termen lung În patologia tractului biliar, cristalele de colesterol dintr-o porțiune de bilă "A" se găsesc adesea în cantități mari sub formă de sediment la fundul eprubetelor sau în fulgi de mucus, ceea ce se explică printr-o pierdere temporară a coloidalei stabilitatea bilei De aceea, prezența unui număr mare de cristale de colesterol în bilă nu este o dovadă directă a prezenței calculilor biliari și indică doar un risc ridicat de formare a acestora În același timp, este recomandabil să se efectueze măsuri preventive care vizează prevenirea formării de pietre în tractul biliar Bilirubinatul de calciu - bulgări maro, galben sau negru, aglomerări de pigment, se găsesc în cantități mari în porțiunea de bilă "A" la persoanele în vârstă care suferă de boli hepatice, stagnare prelungită incompletă a bilei și infecția acesteia (bacteriocolie) Bilirubinatul de calciu în fulgi separati de mucus, adesea în combinație cu cristale de colesterol și boabe de acizi biliari, servește ca bază pentru formarea pietrelor Bilirubinatul de calciu nu se găsește în mod normal Cristalele de acid biliar sunt granule mici, strălucitoare, maronii, galbene strălucitoare sau gri, acoperind adesea toate câmpurile vizuale din mucusul preparatului nativ Un număr mare de cristale amorfe de acizi biliari liberi sunt observate în bila duodenală (porțiuni de bilă "A") cu un amestec de suc gastric acid În același timp, bila duodenală devine uniform tulbure, iar în fundul tubului se acumulează un sediment abundent Rezultatele studiului bilei contaminate cu suc gastric nu sunt incluse în formularul de răspuns Sărurile acizilor biliari fac parte din calculii biliari, prin urmare, detectarea unui precipitat abundent constând din acizi biliari în fracții necontaminate ale unei porțiuni de bilă "A" la pH , - , și o densitate relativă de , g/l indică discrinie Cristalele de acizi grași sunt ace lungi și delicate, adesea grupate în mănunchiuri Dacă cristalele de acizi grași au fost găsite numai în bilă "B", atunci aceasta se datorează probabil scăderii pH-ului bilei chistice din cauza procesului inflamator, precum și scăderii solubilității lor în bilă Acizi grași INVESTIGAȚII CHIMICO-MICROSCOPICE ALE MATERIALELOR BIOLOGICE în cantități mari, acestea sunt scindate din lecitina biliară sub influența enzimei - lecitinaza, a cărei activitate crește în prezența sărurilor acidului deoxicolic, acidului glutamic și bacteriilor Sucul gastric anacid conține o mulțime de acizi grași, aceștia se găsesc în porțiunile biliare "A", "B" și "C" în procesul de sondare duodenală cu o sondă cu un singur canal Studiul mucusului joacă un rol important în microscopia conținutului duodenal Într-un preparat nativ, poate fi găsit sub formă de mase albe sau galbene, bulgări, pelicule sau fragmente de pelicule Originea mucusului poate fi judecată după celulele epiteliale găsite în el, aparținând uneia sau alteia secțiuni a sistemul biliar sau duodenul, precum și cristale, microliți și alte elemente celulare și necelulare care nu au legătură cu sistemul biliar Examinarea microscopică a fracțiilor biliare proaspăt obținute poate evidenția trofozoizi Giardia mobile, larve de Strongyloid es stercoralis, ouă de dorlodă hepatică BIBLIOGRAFIE Bazarny V V Lichidul sinovial: valoarea clinică și diagnostică a analizelor de laborator - Ekaterinburg: UGMA - p Dolgov V V , Lugovskaya S A , Fanchenko N D si altele Diagnosticul de laborator al infertilitatii masculine - M : Tver: Triada, Analize de laborator clinic V Tehnologii analitice private în practica clinică / Editat de V V Menșikov - M : Labpress - p Mironova I I , Romanova L A , Dolgov V V Studii clinice generale: urină, fecale, lichid cefalorahidian, spută - M : Tver Triada, Ghidurile OMS pentru testarea de laborator a ejaculatului uman și interacțiunea spermatozoizilor cu mucusul cervical a -a ed - M : MedPress, Nieschlag E Behre H M (eds) Andrologie Sănătatea reproductivă masculină și disfuncția a -a ed - Berlin: Springer, Capitolul Hematologie de laborator HEMOPOIEZA Idei generale despre hematopoieza Așezarea sistemului hematopoietic are loc prin interacțiunea a trei bazine de celule (derivate ale mezodermului) - hematopoietică, stromală și vasculară Există perioade critice în formarea hematopoiezei embrionare: I - apariția celulelor progenitoare hematopoietice în sacul vitelin al embrionului (hematopoieza extraembrionară, săptămâna - de dezvoltare fetală); II - aşezarea ficatului fetal cu celule progenitoare hematopoietice şi începutul hematopoiezei hepatice (săptămâna a -a de dezvoltare intrauterină); III - pătrunderea limfocitelor T timpurii în timus și formarea unui sistem imunitar cu celule T ( - săptămâni); V - modificarea hematopoiezei hepatice în măduva osoasă ( - săptămâni) Aparent, perioada de schimbare a teritoriului și tipul hematopoiezei este cea mai vulnerabilă la apariția bolilor congenitale ale sângelui Interesul pentru hematopoieza embrionară a crescut în ultimii ani datorită posibilității transplantului de progenitori hematopoietici derivati din celule stem embrionare in vitro După naștere, în măduva osoasă se formează elemente celulare de eritro-, granulocite, monocite, trombopoieze, precursori ai limfocitelor T, celulelor NK și limfocitelor B, O condiție necesară pentru creșterea și maturarea normală a celulelor sanguine este interacțiunea strânsă dintre celulele stem hematopoietice, micromediul stromal și factorii de creștere hematopoietici Modificările funcționale și structurale ale elementelor micromediului pot provoca tulburări ale funcției hematopoietice a măduvei osoase ORGANIZAREA STRUCTURALĂ A HEMATOPOIZEI Ideile moderne despre hematopoieză se bazează pe teoria unitară a lui A A Maksimov, conform căreia toate celulele sanguine provin dintr-o singură celulă părinte, asemănând morfologic cu un limfocit Această ipoteză a fost confirmată în anii secolul trecut într-un experiment cu letal HEMATOLOGIE DE LABORATOR șoareci iradiați injectați cu măduvă osoasă de la donator Celulele capabile să restabilească hematopoieza după iradiere sau efecte toxice sunt numite celule stem Modelul ierarhic al hematopoiezei presupune că toate celulele hematopoietice provin dintr-un număr relativ mic de celule stem hematopoietice prin stadii succesive de formare a celulelor progenitoare intermediare, caracterizate prin capacitatea de a se dezvolta mai întâi în multe linii hematopoietice (celule progenitoare pluripotente), apoi într-un număr tot mai limitat de linii (celule precursoare oligo-, uni- sau monopotente) Hematopoieza este subdivizată în mod condiționat într-un număr de clase, granițele dintre care sunt foarte neclare, iar între ele există multe forme de tranziție, intermediare În procesul de diferențiere, există o scădere treptată a activității proliferative a celulelor și a capacității de a se dezvolta mai întâi în toate liniile hematopoietice, iar apoi într-un număr din ce în ce mai limitat de linii Hematopoieza normală este policlonală, adică efectuate simultan de mai multe clone Dimensiunea unei clone individuale este de obicei mai mică de , - milion de celule mature, iar durata de viață a unei clone nu depășește lună, aproximativ % dintre clone există până la șase luni De regulă, compoziția clonală a țesutului hematopoietic se schimbă complet în - luni Înlocuirea constantă a clonelor se explică prin epuizarea potențialului proliferativ al celulei stem hematopoietice Clonele dispărute nu reapar niciodată Grupul de celule stem hematopoietice pluripotente sau multipotente (secțiunea II) este format dintr-o celulă stem embrionară totipotentă situată chiar în vârful scării ierarhice (secțiunea I) Celulele stem hematopoietice (HSC) au o proprietate unică - pluripotența, adică capacitatea de a se diferenția în toate liniile hematopoiezei fără excepție În cultura celulară, este posibil să se creeze condiții în care o colonie care provine dintr-o celulă conține până la linii celulare diferite de diferențiere În general, HSC-urile au un potențial proliferativ ridicat, dar limitat și sunt capabile de auto-susținere limitată, pot trece prin aproximativ de diviziuni celulare Cea mai mare parte a HSC este în faza de repaus (Go) a ciclului celular, având în același timp un potențial proliferativ imens La ieșirea din starea de repaus, celula intră pe calea diferențierii, reducând treptat potențialul proliferativ și limitând setul posibilelor programe de diferențiere După mai multe cicluri de fisiune (de la la ), SSC-urile pot reveni din nou la starea de repaus În același timp, HSC-urile care au revenit în fondul de rezervă nu sunt echivalente cu cele inițiale, starea lor de repaus este mai puțin profundă și, la întrebarea, răspund mai rapid, dobândind markeri ai anumitor linii de diferențiere în - zile, în timp ce acest lucru necesită - zile pentru HSC inițiale Astfel, întreținerea pe termen lung a hematopoiezei este asigurată de HSC-urile care se află într-o rezervă profundă, iar un răspuns urgent la o solicitare este satisfăcut de HSC-urile care au depășit distanța principală a glonțului de la faza Go-la faza C a ciclului celular Eterogenitatea pool-ului de HSC și gradul de diferențiere a acestora pot fi stabilite pe baza exprimării unui număr de antigene membranare diferențiate Printre HSC au fost identificați progenitori multipotenți primitivi (CD +Thyl+) și progenitori mai diferențiați caracterizați prin expresia antigenului de histocompatibilitate clasa II (HLA-DR), CD HSC-urile adevărate nu exprimă markeri specifici filiației și dau naștere tuturor liniilor de celule hematopoietice Cantitatea de HSC din măduva osoasă este mică - aproximativ , %, iar împreună cu celulele progenitoare - , % Una dintre principalele metode de studiere a HSC-urilor este metoda de formare a coloniilor in vivo sau in vitro, prin urmare, HSC-urile sunt altfel numite unități formatoare de colonii HEMATOLOGIE DE LABORATOR tsami (CFU) HSC-urile adevărate sunt capabile să formeze colonii din celulele blastice (blaste CFU) Aceasta include și celulele care formează colonii splenice (CFU) Aceste celule sunt capabile să restabilească complet hematopoieza Pe măsură ce potențialul proliferativ scade, HSC-urile se diferențiază în celule progenitoare polioligopotente (secțiunea III) Celulele din această secțiune au potență limitată, deoarece sunt angajate în diferențierea în direcția a - linii celulare Precursorii polioligopotenți ai COETEMM (granulocit-eritrocite-macrofag-megacariocitar) dau naștere la patru linii hematopoietice, CFU-GM la două linii CFU-GEMM sunt precursori comuni ai mielopoiezei Au un marker CD , un marker de linie mieloid - CD , determinanți de histocompatibilitate HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DR Celulele din Secțiunea IV (progenitori monopotenți) sunt părintele pentru o singură linie de hematopoieză: de ex CFU-G - pentru granulocitar, CFU-M - pentru monocite-macrofag, CFU-E și BFU-E (burst-forming unit) - precursori ai celulelor eritroide, CFU-Mgcc - precursori ai megacariocitelor etc Toate celulele progenitoare angajate au un ciclu de viață limitat și sunt incapabile să revină la o stare de repaus celular Progenitorii monopotenți angajați exprimă markeri ai liniei celulare respective de diferențiere HSC-urile și celulele progenitoare au capacitatea de a migra în sânge și de a se întoarce în măduva osoasă, ceea ce se numește efect de homing ("instinct de acasă") Această proprietate asigură schimbul de celule hematopoietice între zonele hematopoietice disociate și le permite să fie utilizate pentru transplant în practica clinică Diviziunea V a celulelor recunoscute morfologic include celulele care se diferențiază, se maturizează și se maturizează din toate cele linii celulare, începând cu blaturile, majoritatea având caracteristici morfocitochimice caracteristice REGLAREA HEMOPOEZEI Țesutul hematopoietic este denumit un sistem celular dinamic al corpului, care se reînnoiește constant În organele hematopoietice se formează peste de milioane de celule pe minut Celulele care apar în măduva osoasă, pe măsură ce se maturizează, intră uniform în fluxul sanguin, în timp ce timpul lor de circulație este de asemenea constant: eritrocitele trăiesc - de zile, trombocitele - aproximativ zile, neutrofilele - mai puțin de ore Celulele sanguine IxIO sunt pierdut în fiecare zi, dar aceste pierderi sunt în mod constant completate de măduva osoasă După pierderea de sânge, hemoliză acută sau inflamație, producția de celule corespunzătoare poate fi crescută de - ori în câteva ore Creșterea producției celulare este asigurată de factorii de creștere hematopoietici, a căror acțiune este foarte diversă Hematopoieza este inițiată de factori de creștere, citokine și menținută în mod continuu de un grup de HSC Celulele stem hematopoietice sunt dependente de stroma și percep stimuli pe distanță scurtă în timpul contactului intercelular cu celulele micromediului stromal Pe măsură ce celula se diferențiază, ea începe să răspundă la factori umorali cu rază lungă Reglarea endogenă a hematopoiezei este realizată de citokine prin receptorii de pe membrana celulară Principalii producători de citokine sunt monocitele, macrofagele, limfocitele T activate, elementele stromale (fibroblaste, celule endoteliale etc ) Există regulatori pozitivi și negativi ai hematopoiezei Regulatorii pozitivi sunt necesari pentru supraviețuirea HSC, proliferarea lor, pentru diferențiere LABORATOR HEMATOLOGIE ki și maturizarea stadiilor ulterioare ale celulelor hematopoietice Inhibitorii activității proliferative a HSC și a tuturor tipurilor de progenitori hematopoietici timpurii includ factorul de creștere transformator-| (TGF-p), proteina inflamatorie a macrofagelor (MIP-lct), factorul de necroză tumorală-cc (TNF-cc), oc- și y-interferoni, izoferitine acide, lactoferină și alți factori Factorii care reglează hematopoieza sunt împărțiți în rază scurtă (pentru HSC) și cei cu rază lungă - pentru progenitorii angajați și celulele în curs de maturizare În funcție de nivelul de diferențiere celulară, factorii de reglare sunt împărțiți în clasele III principale I Factori care afectează precoce HSC - factor de celule stem (SCF), factor de stimulare a coloniilor de granulocite (G-CSF), interleukine (IL- , IL- , IL- ), precum și inhibitori care inhibă eliberarea HSC în ciclu celular dintr-o stare de repaus (MIP- a, TGF-p, TNF-a, izoferitine acide etc ) Această fază a reglementării SCM nu depinde de cerințele organismului II Factori liniari nespecifici - IL- , IL- , GM-CSF (pentru granulo-citomonopoieza) III Factori specifici filiației cu acțiune tardivă care susțin proliferarea și maturizarea progenitorilor angajați și a descendenților acestora Acestea includ eritropoietina, trombopoietina, factori de stimulare a coloniilor (G-CSF, M-CSF, GM-CSF), IL- Același factor de creștere poate avea o varietate de celule țintă în diferite stadii de diferențiere, ceea ce asigură interschimbabilitatea moleculelor care reglează hematopoieza Celula începe diferențierea numai după ce a interacționat cu factorii de creștere, dar factorii de creștere nu participă la alegerea direcției de diferențiere Conținutul acestor factori determină numărul de celule produse și mitozele efectuate de celulă Astfel, după pierderea de sânge, o scădere a presiunii parțiale a oxigenului în rinichi duce la o creștere a producției de eritropoietină, sub influența căreia celulele progenitoare eritroide sensibile la eritropoietină din măduva osoasă (unități de eritropoieză formatoare de explozie) crește numărul de mitoze cu - , ceea ce crește formarea eritrocitelor de - de ori Unul dintre regulatorii hematopoiezei este apoptoza - moartea celulară programată MECANISME ALE MORTII CELULARE Menținerea echilibrului celular, eliminarea celulelor defecte și a celulelor care au ajuns în stadiul de diferențiere terminală apar datorită capacității celulelor de a muri programată - apoptoză Legea de bază a cineticii celulare spune că același număr de celule se naște și moare pe unitatea de timp Există două tipuri de moarte celulară: necroză și apoptoză Semne morfologice ale apoptozei: condensarea cromatinei, fragmentarea nucleară, proeminența buloasă (buloasă) a membranei citoplasmatice Nucleul scade în dimensiune (picnoză), cromatina se condensează, micșorându-se în aglomerări neregulate, se compactează și suferă fragmentare (cariorexie) ca urmare a scindării dublei catete ADN de către endonucleaze în fragmente care sunt bine detectate prin electroforeză pe gel sub formă de benzi discrete, care sunt utilizate pentru identificarea apoptozei Procesul de condensare a citoplasmei și dezintegrarea acesteia în corpuri apoptotice are loc în câteva minute Corpurile apoptotice sunt absorbite rapid de macrofagele din apropiere Fagocitoza se desfășoară și ea rapid, motiv pentru care procesul de apoptoză rămâne adesea invizibil din punct de vedere histologic În timpul apoptozei, îndepărtarea celulelor muribunde are loc fără durere pentru țesutul din jur, care nu este impregnat cu conținut intracelular și, astfel, nu sunt create condiții pentru dezvoltarea inflamației HEMATOLOGIE DE LABORATOR Apoptoza este implicată în eliminarea acelor celule, a căror nevoie a dispărut sau a căror supraviețuire este dăunătoare organismului în ansamblu, de exemplu, celulele mutante sau celulele infectate cu virus Apoptoza este stimulată în tratamentul tumorilor cu medicamente chimioterapice Distrugerea celulelor infectate cu virus prin apoptoză asigură leziuni tisulare minime În același timp, fragmentarea ADN-ului are o semnificație biologică extrem de importantă, deoarece împiedică transferul de material genetic în timpul fagocitozei corpurilor apoptotice Un factor cheie în implementarea apoptozei este proteina p , care aparține grupului de supresori tumorali; este implicată în controlul ciclului celular, provocând un blocaj în diviziunea celulară atunci când ADN-ul este deteriorat Defectele genetice asociate cu mutația genei /? conduc la formarea de tumori maligne cu o capacitate redusă de apoptoză Unul dintre principalii inhibitori ai apoptozei este produsul genei bcl- În același timp, supraproducția proteinei genei bcl- inhibă apoptoza în celulă, care se observă, în special, în limfomul folicular cu celule B Proliferarea și diferențierea celulelor stem și progenitoare comise în hematopoieza normală poate apărea numai în condițiile supraviețuirii acestora, ceea ce necesită acțiunea factorilor antiapoptotici Dintre aceștia din urmă, cei mai importanți sunt factorii de creștere, dintre care majoritatea previn apoptoza (factor de celule stem, trombopoietina, eritropoietina, factori de stimulare a coloniilor, IL- , IL- , IL- etc ) Factorii de creștere acționează nu numai asupra celulelor progenitoare, ci și asupra celulelor mature, asigurându-le supraviețuirea și funcționarea normală Impactul factorilor de creștere are loc prin receptori specifici - FAS-R (CD / APO- ) - receptori de suprafață celulară care transmit un semnal de apoptoză, sub acțiunea căruia caspaze (o familie de proteaze cisteină), endonucleaze și alte proteinele nucleare sunt activate, ducând la apoptoză Nivelul de expresie al FAS/APO- este cel mai pronunțat în granulocite și monocite mature și este minim în celulele blastice, ceea ce, aparent, are propriul său sens biologic: pentru o celulă aflată în stadiul final de diferențiere, condițiile pentru declanșarea apoptozei sunt facilitat, în timp ce pentru explozii, probabilitatea morții programate este scăzută Studiul mecanismelor de apoptoză și reglarea acesteia este de mare importanță în studiul oncogenezei și căutarea unor noi modalități de inhibare a creșterii tumorii Moartea celulară în timpul leziunilor fizice sau chimice, ischemiei, hipertermiei și altor leziuni are loc prin necroză Dezintegrarea are loc în celulă, o schimbare a funcției organelelor, o mare parte a membranei citoplasmatice este deteriorată, ceea ce duce la eliberarea enzimelor lizozomale Într-o etapă târzie, cromatina nucleară dispare, adică apare carioliza Necroza este însoțită de inflamație exudativă, iar dacă un număr mare de celule sunt implicate în proces, are loc formarea cicatricilor eritropoieza Eritropoieza este procesul de formare și maturare a celulelor eritroide din măduva osoasă La un adult care cântărește kg, măduva osoasă produce zilnic - x globule roșii noi Acest număr de celule este necesar pentru a menține un nivel normal de hemoglobină Celulele ancestrale ale eritropoiezei sunt celule progenitoare bipotente ale liniei megacariocite-eritroide Celulele progenitoare monopotente angajate sunt numite unități de eritropoieză formatoare de explozie (BFU-E), sunt eterogene ca compoziție, diferențele lor depind de gradul de diferențiere Unitățile formatoare de colonii ale seriei eritroide (CFU-E) se diferențiază în prima celulă recunoscută morfologic a măduvei osoase - proeritroblastul, care suferă o diferențiere suplimentară în - zile, trece prin etapele eritroblastului bazofil, policromatofil și oxifil Diferenţiere LABORATOR HEMATOLOGIE iar maturarea celulelor eritroide, începând de la proeritroblast la eritrocit, are loc în - zile Sinteza hemoglobinei în celulele seriei eritroide începe în stadiul proeritroblastului și continuă până la reticulocit Formarea eritroblastelor are loc numai în prezența unei concentrații suficiente de eritropoietină endogene (EPO), în caz contrar celulele suferă apoptoză EPO acționează prin receptorii celulari sensibili la eritropoietină, al căror număr este maxim pe celulele CFU-E, proeritroblaste și eritroblaste bazofile Legarea EPO la receptorul corespunzător previne apoptoza celulară Vitamina B , acidul folic, oligoelemente (fier, cupru) participă și ele la reglarea eritropoiezei În mod normal, eritrocariocitele din măduva osoasă reprezintă - % din toate celulele nucleate Eritroblastul oxifil după pierderea nucleului (enucleare) se numește reticulocit Reticulocitele rezultate se maturizează în măduva osoasă în - de ore, după care intră în sânge, unde se maturizează timp de - de ore Reticulocitele imature au un număr mare de structuri care conțin ARN și, în ciuda absenței ADN-ului, sunt capabil de a sintetiza hemoglobina, lipidele, purinele Reticulocitul are la suprafață aceleași molecule ca un eritrocit matur, inclusiv glicoforina A antigenele grupei sanguine și ale sistemului Rh, absoarbe molecule de fier datorită receptorilor de transferină (CD ), a căror densitate se exprimă în reticulocitele mai puțin mature Numărul de eritrocite la un adult în condiții fiziologice este de - xIO celule (aproximativ kg) Cu o durată medie de viață a unui eritrocit de - de zile, măduva osoasă ar trebui să producă aproximativ celule pe oră Numărul de celule roșii din sânge din organism depinde de rata de formare și distrugere a acestora Hipoxia tisulară duce la sinteza excesivă a EPO, care stimulează proliferarea PFU-E, o creștere a conținutului total de eritrocariocite din măduva osoasă și reticulocite din sângele periferic Diametrul eritrocitelor este de , - , µm, aria suprafeței este de µm , iar volumul este de µm Datorită formei discoid biconcave, celula are o suprafață în exces, care, cu plasticitate și deformabilitate ridicată a membranei, permite eritrocitei să treacă prin capilare cu diametrul de - microni, să pătrundă prin pereții sinusoizilor ( diametrul deschiderii sinusoidelor din splină este de , - , microni), revenind după aceasta la setările inițiale Membrana eritrocitară are un strat dublu complex de fosfolipide, în care sunt încorporate glicoproteine, partea lor de carbohidrați formează un strat supramembranar - glicocalixul Complexele glicoproteice ale membranei sunt organizate în așa fel încât regiunile încărcate negativ (cel mai adesea grupurile sialice de polizaharide) sunt orientate spre exterior, conferind o sarcină negativă suprafeței eritrocitelor Partea interioară a membranei eritrocitelor este asociată cu o rețea de proteine miofilamentare care formează citoscheletul spectrin-actină, ceea ce conferă eritrocitei o formă specifică biconcavă Eritrocitul nu are mitocondrii, deci aprovizionarea cu energie depinde de glicoliză Oprirea glicolizei duce globulele roșii la "moarte metabolică" - un proces al cărui rezultat final este hemoliza Până la % din glucoza eritrocitară este utilizată în ciclul pentozei fosfat, ceea ce are ca rezultat sinteza NADPH, principalul metabolit care asigură funcționarea sistemelor antioxidante din eritrocit Acest sistem în eritrocite previne acumularea excesivă a radicalilor liberi de fier feros (Fe +) și oxigen (O ), care pot provoca activarea peroxidării lipidice a membranei eritrocitare și hemoliza Funcția principală a eritrocitelor este participarea la schimbul de gaze datorită conținutului ridicat de hemoglobină din el În plus, eritrocitele sunt implicate în hemostază, imun HEMATOLOGIE DE LABORATOR procese, interacționând cu complexele imune circulante, întrucât pe membrana eritrocitară există receptori Fc pentru imunoglobuline Toxinele, lipidele, aminoacizii sunt adsorbite pe membrana eritrocitară Membrana celulelor eritrocitare are peste de antigeni de suprafață GRANULOCIT P EZ Diferențierea și maturarea celulelor granulocitopoiezei au loc în măduva osoasă, unde celulele progenitoare morfologic neidentificabile - CFU-GM (unitatea formatoare de colonii a granulomonocitopoiezei) și CFU-G (unitatea formatoare de colonii a granulocitopoiezei) formează un grup de granulocite în proliferare, constând din mieloblaste, promielocite și mielocite Proliferarea și maturarea acestor celule duc la formarea de metamielocite, granulocite înjunghiate și segmentate Procesul de formare a unui granulocite matur din mieloblast are loc în măduva osoasă în decurs de - zile Reglarea granulocitopoiezei este asigurată de factori stimulatori ai coloniilor: GM-CSF (granulocyte-macrophage) și G-CSF (granulocytic), acționând până la stadiul final de maturare a granulocitelor Celulele implicate în partea f a mielopoiezei sunt caracterizate prin expresia markerilor mieloizi liniari timpurii CD , CD , CD și mieloperoxidază Principalii markeri ai celulelor sanguine mature din seria granulocitară sunt CD , CD , CDllc, CD , CD , CD , CD , CD , CD , CD , CD w, CD , lactoferină În stadiul mieloblastelor și promielocitelor tardive, are loc granulogeneza primară Granulele primare sunt colorate cu azur, enzima lor marker este mieloperoxidaza și, prin urmare, sunt numite azurofile, peroxidază pozitive Granulele primare contin enzime bactericide (lizozima, catepsina, elastaza, mieloperoxidaza), proteine cationice antibacteriene, serin proteinaze neutre, hidrolaze acide, granulofizina Aceste substanțe au o activitate antimicrobiană pronunțată În citoplasma mielocitelor, începe formarea granularității specifice (granule secundare) Markerii de granule secundari sunt lactoferina, catelicidina proteină cationică, proteina de legare a Br și alți factori Compoziția granulelor secundare include și lizozima, colagenaza, metaloproteinazele Neutrofilele au, de asemenea, granularitate terțiară, ale cărei granule includ gelatinaza Biosinteza gelatinazei are loc în principal în celulele înjunghiate și segmentate, indiferent de granulele specifice Gelatinaza este considerată un marker al neutrofilelor circulante, ceea ce nu este caracteristic progenitorilor măduvei osoase Al patrulea tip de granule - vezicule secretoare - organele endoplasmatice care conțin fosfatază alcalină, proteină tetranectină, P -microglobulină, a căror biosinteză are loc la nivelul mielocitelor Granulocitele mature ale măduvei osoase constituie o rezervă de măduvă osoasă granulocitară, numărând aproximativ , x celule și mobilizate ca răspuns la un semnal specific în infecțiile bacteriene Procesul de eliberare a leucocitelor din măduva osoasă este foarte selectiv În mod normal, doar celulele mature intră în sânge Ieșind din măduva osoasă, granulocitele sunt celule complet diferențiate, cu o gamă completă de receptori de suprafață și granule citoplasmatice cu un set de numeroase substanțe biologic active Neutrofile Neutrofilele reprezintă - % din numărul total de leucocite din sânge După eliberarea granulocitelor neutrofile din măduva osoasă în sângele periferic, unele dintre ele circulă liber în patul vascular (bazin circulant), altele ocupă poziția parietală, formând un marginal sau parietal, LABORATOR HEMATOLOGIE bazin La oamenii sănătoși, raportul dintre bazinele circulante și marginale este de : Rata de reînnoire a piscinei este de , x /kg greutate corporală pe zi Un neutrofil matur rămâne în circulație timp de - ore, apoi intră în țesuturi, formând un bazin semnificativ de celule din punct de vedere al numărului Durata de viață a unui granulocite neutrofile în țesuturi este în medie de - zile În același timp, celula "îmbătrânește", dobândind un aspect picnotic O persoană produce aproximativ granulocite neutrofile pe zi, prin urmare, împreună cu producția, îndepărtarea lor este extrem de importantă pentru organism, care are loc prin mecanismul apoptozei Neutrofilele sunt considerate ca prima linie de apărare împotriva agenților externi și interni, care vizează menținerea constantă a mediului intern al organismului Transmigrarea lor rapidă prin celulele endoteliale este mediată de acțiunea multor citokine, inclusiv a chemokinelor Funcția principală a neutrofilelor este de a participa la lupta împotriva microorganismelor prin fagocitoza lor Conținutul granulelor poate distruge aproape orice microbi Granulele azurofile și specifice de neutrofile conțin mai mult de de enzime proteolitice diferite, mieloperoxidază, integrine proteine bactericide (lactoferină, defensine, proteină antimicrobiană cationică), lizozimă, lactoferină, fosfatază alcalină, provocând bacterioliza și digestia microorganismelor Granulele azurofile conțin o cantitate mare de elastază, care poate fi un factor care duce la distrugerea țesuturilor în focarul inflamației Două metaloproteinaze, colagenaza și gelatinaza, pot provoca degradarea matricei extracelulare Pe suprafața neutrofilelor s-au găsit integrine și selectine, care asigură interacțiunea neutrofilelor cu celulele endoteliale și migrarea ulterioară a neutrofilelor din sânge în țesuturi Neutrofilele sunt capabile să sintetizeze și să secrete o serie de citokine (TNF-a, IL- a, IL- £, IL- IL- , IL- ), unii factori de stimulare a coloniilor (GM-CSF, G- LCR, M-CSF) factor transformator de creștere-p Aceste substanțe biologic active permit neutrofilelor să participe la răspunsul inflamator, le asigură maturizarea și activitatea funcțională și, de asemenea, determină efectul neutrofilelor asupra funcțiilor efectoare ale altor celule Funcția principală a neutrofilelor este fagocitoza, descoperită de I I Mechnikov la sfârșitul secolului al XIX-lea Neutrofilul este mobilizat la locul inflamației în câteva minute sau ore Mult mai târziu, macrofagele vin aici Neutrofilele pot capta doar particule opsonizate Opsonizarea este efectuată de factori serici - opsonine, care învelesc bacterii sau alți antigeni, pregătindu-le pentru fagocitoză Opsoninele principale sunt sistemul complement, imunoglobulinele, fibronectina Susceptibilitatea la infecții bacteriene este asociată cu o activitate de opsonizare serică insuficientă în multe boli Interacțiunea membranei neutrofile cu microorganismul inițiază formarea pseudopodiilor, care, înconjurând microorganismul, se îmbină între ele conform principiului fermoarului, ca urmare a cărui particule (și împreună cu ea o parte a membranei) se scufundă în celula (endocitoză), formând un fagozom În interiorul fagolizozomului format, microorganismele sunt ucise de enzimele proteolitice conținute în granule, precum și din cauza peroxidului de hidrogen și a radicalilor hidroxil formați ca urmare a "exploziei respiratorii" cu un mecanism de ucidere dependent de oxigen Unele bacterii sunt capabile să inhibe fuziunea granulelor cu fagozomul și astfel să evite uciderea Acestea includ mycobacterium tuberculosis, lepră, salmonella, gonococi, toxoplasmă, ciuperci Gonococii, atașați de neutrofile, stimulează metabolismul dependent de oxigen, în timp ce granulele azurofile nu își ejectează conținutul în fagozomi, iar gonococii intracelulari își păstrează viabilitatea Chlamydia este absorbită activ HEMATOLOGIE DE LABORATOR neutrofilele însă, prin suprimarea procesului de degranulare, chlamydia se înmulțește cu succes în fagozomi O serie de bacterii sunt rezistente la acțiunea enzimelor lizozomale, în special Leishmania, care se înmulțesc în fagolizozomi Eozinofile Formarea eozinofilelor din celulele progenitoare durează aproximativ - zile, apoi rămân în măduva osoasă timp de - zile Factorul de creștere a eozinofilelor - IL- Eozinofilele constituie , - % din toate leucocitele sanguine, circulă în sânge timp de - ore, apoi intră în țesuturi; durata lor de viață este de aproximativ zile Baza de țesut de eozinofile depășește semnificativ numărul acestora în sânge; eozinofilele sunt distribuite neuniform Numărul lor cel mai mare este detectat în țesuturile în contact cu mediul extern: în stratul submucos al tractului respirator, digestiv și parțial genito-urinar Eozinofilele nu revin din nou în fluxul sanguin, sunt distruse în țesuturi prin apoptoză Pe suprafața membranei eozinofile există receptori pentru fragmentul Fc al moleculei de imunoglobulină, receptori pentru componentele complementului, molecule de adeziune, CD , CD , CD etc Celulele conțin un număr semnificativ de granule, a căror componentă principală este principala proteină alcalină (proteina cationică), precum și peroxizii cu activitate bactericidă Principala proteină alcalină are citotoxicitate, dăunează unor larve de helminți și neutralizează heparina Granulele de eozinofile conțin prostaglandine, fosfatază acidă, arilsulfatază, colagenază, elastază, glucuronidază, catepsină, peroxidază eozinofilă și alte enzime Prostaglandinele inhibă degranularea mastocitelor Arilsulfataza inhibă substanțele anafilactoide, reducând astfel reacția de hipersensibilitate imediată Eozinofilele sunt capabile să genereze radicali de oxigen toxici și proteine cationice independente de oxigen Cu activitate fagocitară slabă (comparativ cu neutrofilele), eozinofilele provoacă citoliză extracelulară, participând la imunitatea antihelmintică Contactul eozinofilelor cu larvele acoperite cu anticorpi anti-IgG și componenta C activată a complementului este însoțită de degranularea eozinofilelor cu depunerea principalelor proteine alcaline și a peroxidazei pe larvă, ceea ce provoacă moartea acesteia Citotoxicitatea eozinofilelor poate fi crescută nu numai de anticorpii la IgG, ci și la IgE Obiectul fagocitozei eozinofilelor poate fi bacteriile, ciupercile, produsele de degradare a țesuturilor, complexele imune Mecanismul fagocitozei este același cu cel al neutrofilelor, cu toate acestea, capacitatea digestivă și bactericidă a eozinofilelor este mult mai mică Poate că acest lucru se datorează absenței lizozimei și fagocitinei în ele și activității insuficiente a peroxidazei Funcția principală a eozinofilelor este de a participa la mecanismele de apărare în helmintiază, parazitoze, în reacții de hipersensibilitate de tip imediat asociate cu alergii acute În funcție de antigenul respectiv, eozinofilele pot provoca leziuni ale epiteliului căilor respiratorii, edem și distrugerea țesutului granulomatos Eozinofilele sunt capabile să pătrundă rapid din patul vascular în țesuturi și să se concentreze în număr mare în leziune Acest lucru duce mai întâi la eozinopenie, o creștere a răspunsului a producției de eozinofile în măduva osoasă este însoțită de o normalizare a nivelului acestora în sângele periferic și apoi eozinofilie Funcția secretorie a eozinofilelor este producerea și secreția de IL- , IL- , IL- , IL- , FIO, y-interferon Bazofile Bazofilele și mastocitele sunt de origine măduvă osoasă și se diferențiază de CFU-GM, celula progenitoare granulocitară LABORATOR HEMATOLOGIE Diferențierea bazofilelor în măduva osoasă durează , - zile Factorii de creștere ai bazofilelor și mastocitelor - IL- , IL- , GM-CSF Bazofilele mature intră în sânge, timpul lor de înjumătățire este de aproximativ ore Bazofilele reprezintă doar , % din numărul total de leucocite din sânge Bazofilele migrează către țesuturi, unde mor la - zile după implementarea funcției efectoare principale Granulele acestor celule conțin histamină, histidină, condroitină sulfați A și C, heparină, serotonină, enzime (tripsină, chimotripsină, peroxidază, RNază, arilsulfatază, [ -glucuronidază), leucotriene, tromboxani, prostaglandine, chemotripsină, factor de activare a plaquetoxizozinoilor factor factor de chemotaxie a neutrofilelor, IL- , IL- , IL- , IL- , GM-CSF, TNF-a etc Bazofilele sunt mobile, au, la fel ca mastocitele, o slabă capacitate de fagocitoză Precursorii mastocitelor părăsesc măduva osoasă și intră în țesuturi prin sângele periferic Mastocitele sunt localizate în epiteliu, stratul submucos al tractului gastrointestinal, respirator și urogenital, în piele, țesutul conjunctiv care înconjoară capilarele, membranele seroase Fenotipul final al mastocitelor depinde de micromediu, printre care se disting două subpopulații: țesutul conjunctiv și mastocitele mucoase, care sunt fixate pe structuri specifice de țesut conjunctiv, precum fibronectina și laminina Proteinele matricei extracelulare afectează diferențierea finală, starea de activitate și supraviețuirea celulelor Spre deosebire de bazofile, mastocitele sunt capabile să se divizeze și au o durată de viață lungă (luni și ani) Pe suprafața mastocitelor și bazofilelor, există receptori de complement, receptori Fc-y și receptori IgE de înaltă densitate care asigură nu numai legarea IgE, ci și eliberarea de granule, al căror conținut provoacă dezvoltarea reacțiilor alergice IgE secretată de celulele plasmatice în membranele mucoase este fixată pe receptorii mastocitelor O astfel de fixare poate persista foarte mult timp (până la un an) și nu este însoțită de activarea celulară Starea corpului, caracterizată prin fixarea pe receptorii mastocitelor ai IgE la un anumit alergen, se numește sensibilizare la acest alergen Când alergenul este fixat pe suprafața mastocitelor, are loc activarea celulelor, membranele granulare fuzionează cu membrana citoplasmatică, iar conținutul granulelor este eliberat în exterior Degranularea se efectuează în câteva secunde și nu duce la moartea celulelor În mastocite (dar nu și în bazofile), procesul de reducere a granulelor este posibil Mastocitele și bazofilele activate secretă citokine, IL- , IL- , IL- , IL- , IL- , GM-CSF, agenți chemotactici, în special IL- , timp de câteva ore Consecința activării și degranulării mastocitelor este dilatarea locală și creșterea permeabilității vasculare, hiperemie și mâncărime, hiperproducție de mucus, iritarea terminațiilor nervoase, de exemplu reacție imediată de hipersensibilitate monocitopoieza Celulele unite în sistemul de fagocite mononoase clare (MPF) includ progenitori de măduvă osoasă, un grup de monocite care circulă în patul vascular și macrofage tisulare Procesul de diferențiere și maturare a celulelor monocitopoiezei este reglat de factori de stimulare a coloniilor - GM-CSF, M-CSF, IL- Diferențierea monocitelor de un monoblast are loc în măduva osoasă în decurs de zile, după care intră imediat în fluxul sanguin fără a crea o rezervă de măduvă osoasă (spre deosebire de granulocite) În măduva osoasă, celulele monocitare sunt reprezentate în principal de un bazin proliferativ O mică parte a monocitelor se diferențiază în macrofage de măduvă osoasă, al căror număr este de aproximativ ± la μl de măduvă osoasă HEMATOLOGIE DE LABORATOR În sânge, monocitele distribuie genul în bazine circulante și parietale, al căror raport cantitativ poate varia La om, fondul circulant de monocite are în mod normal x celule / kg greutate corporală, iar fondul marginal (parietal) este de , ori mai mult ( x celule / kg) În sângele periferic, monocitele reprezintă până la % din toate leucocitele ( - x / l) Monocitele circulă în sânge timp de până la ore, apoi părăsesc patul vascular, interacționând cu molecule adezive specializate pe celulele endoteliale În timpul zilei, , x monocite părăsesc fluxul sanguin în țesuturi În timpul inflamației, numărul de monocite care intră în fluxul sanguin și părăsesc fluxul sanguin crește, în timp ce timpul de tranzit al acestora prin sânge este redus Markerii citochimici ai celulelor SMF sunt esterazele nespecifice inhibate de fluorura de sodiu, fosfataza acidă Pe măsură ce celulele din seria monocitară se maturizează, activitatea mieloperoxidazei scade și se observă un conținut nesemnificativ de glicogen și lipide În țesuturi, monocitele se diferențiază în macrofage tisulare (histiocite), partea lor nesemnificativă (mai puțin de %) este capabilă de o singură diviziune Practic, reînnoirea macrofagelor are loc datorită afluxului de monocite din sânge Rezervorul de țesut al fagocitelor mononucleare este de de ori mai mare decât conținutul lor în sânge; cel mai mare număr de macrofage se găsește în ficat (celule Kupffer) - , %, plămâni - , %, splină - %, cavitatea peritoneală - , %, ceva mai puțin - în sistemul nervos central (celule microgliale și astrocite), os țesut (osteoclaste) și alte țesuturi Durata de viață a macrofagelor tisulare (histiocite) este calculată în luni și ani Dacă nu sunt mobilizați la locul infecției sau inflamației, ei mor, migrând spre splină sau tractul limfatic Macrofagele, în conformitate cu parametrii lor structurali și funcționali, sunt împărțite în clase: procesare antigene (fagocite profesionale) și prezentatoare de antigen (celule dendritice) Funcțiile monocitelor/macrofagelor Macrofagele sunt implicate activ în apărarea nespecifică împotriva microorganismelor patogene, în procesele de reparare, inițierea unui răspuns imun specific și în metabolismul lipidelor și a fierului Fagocitele mononucleare secretă citokine și alte substanțe biologic active care pot declanșa o cascadă de reacții inflamatorii Printre acestea se numără proinflamatorii (IL- , IL- , IL- , IL- , IL- , TNF-a, a-interferonul, proteina chimiotactică monocitară, factorul inhibitor al migrației) și antiinflamatorii (IL-) , transformarea factorului de creștere-p) citokine Nivelurile ridicate de IL- sunt asociate cu febră, anorexie, neutrofilie, activarea celulelor endoteliale cu creșterea exprimării moleculelor de adeziune asupra acestora, activarea neutrofilelor, creșterea sintezei proteinelor de fază acută, componente ale complementului, glucocorticoizi, sinteza colagenului și colagenaze, activarea osteoclastelor, proteoliza crescută în țesutul muscular Fagocitele mononucleare mențin un nivel constant de fier în organism, asigurând reglarea reciclării fierului, catabolismul eritrocitelor îmbătrânite, eliberarea fierului din hemoglobină și depozitarea principalelor rezerve de fier sub formă de feritină În plus, proteinele care leagă fierul, transferrina și feritina, sunt produse de macrofage Numeroase funcții ale fagocitelor mononucleare dau motive de a le considera celule cheie în inițierea și reglarea răspunsului imun, hematopoieza, în implementarea rezistenței nespecifice a organismului MEGACARIOCITOPOIEZA Diferențierea și maturarea celulelor megacariocitare au loc în măduva osoasă În timpul maturării, celulele suferă trei diferențe morfologice LABORATOR HEMATOLOGIE stadii reductibile: megacarioblast, al cărui conținut nu depășește % în celulele întregii populații, promegacariocite (aproximativ %) și megacariocite, care reprezintă până la % din celule Timpul de maturare al unui megacariocite este de aproximativ de ore; ciclul său de viață durează aproximativ zile O trăsătură distinctivă a elementelor celulare ale megacariocitopoiezei este capacitatea lor de a endomitoză (poliploidizare) - diviziunea nucleară fără diviziunea citoplasmei, ceea ce duce la apariția celulelor gigantice În procesul de megacariocitopoieză, celulele suferă de la la endomitoze, ceea ce corespunde ploidiei unui megacariocite de la p la p Maturarea elementelor megacariocitare este însoțită de acumularea de granule în citoplasmă, care conțin o cantitate semnificativă de proteine: factorul von Willebrand, factorul trombocitar- , trombospondina, fibrinogenul, fibronectina, factorul de creștere a trombocitelor, factorul de creștere transformator- (ambele) citokinele sporesc activitatea mitotică a fibroblastelor), inhibitor al colagenazei plachetare Cele mai multe dintre ele sunt sintetizate în megacariocite, unele proteine, precum albumina, fibrinogenul, IgG pătrund în celulă prin endocitoză Capacitatea de endocitoză a megacariocitelor mature se manifestă în empiriopoliză, a cărei esență este captarea celulelor hematopoietice Frecvența acestuia crește odată cu neoplasmele maligne Principalele funcții ale megacariocitopoiezei sunt repopularea trombocitelor, menținând numărul acestora în fluxul sanguin la un nivel constant Megacariocitele sunt localizate în măduva osoasă în apropierea sinusurilor măduvei osoase; pe măsură ce se maturizează, membranele de separare cresc în celulă, de-a lungul căreia citoplasma este împărțită ulterior în trombocite Reglarea megacariocitopoiezei are loc conform principiului feedback-ului: un exces de trombocite în sânge inhibă trombocitopoieza, iar trombocitopenia o stimulează Principalii regulatori care stimulează megacariocitopoieza sunt IL- , IL- , IL- , IL- , IL- , factorul de celule stem, factorul de leucosinginhibire, eritropoetina GM-CSF G-CSF, grombopoetina Factorii care inhibă trombocitopoieza includ factorul trombocitar- , factorul de creștere transformator- g, interferonii a- și y etc Principalii markeri ai celulelor megacariocitare sunt CD și CD O trombocită este o celulă fără nucleu cu un diametru de - µm, volumul său mediu este de , µm (de la la µm ) Populația trombocitară este eterogenă Există trombocite mature ( %), tinere (imature - , %), bătrâne ( , %), forme de iritație ( , %) Microformele plachetare au un diametru mai mic de , microni, macroformele pot avea un diametru de microni, megaloformele au un diametru de - microni Centrul unei trombocite mature conține granularitate azurofilă abundentă În fluxul sanguin, în stare inactivă, trombocitele au formă discoidă Când sunt activate, celulele devin sferice și formează pseudopode și filamente Perioada de maturare a trombocitelor este în medie de zile, durata șederii în fluxul sanguin variază de la la zile Aproximativ % din trombocite sunt în circulație Funcțiile specifice ale trombocitelor în hemostază necesită interacțiune activă cu alte trombocite, proteine plasmatice și substanțe neproteice Rolul de intermediar între trombocite și diverși factori de mediu, inclusiv alți participanți la procesul de hemostază, este jucat de receptorii trombocitelor - glicoproteinele fixate pe membrana citoplasmatică a trombocitelor Funcțiile de bază ale trombocitelor Funcția angiotrofică asigură permeabilitatea și rezistența normală a pereților microvaselor Trombocitele întrețin sau repară HEMATOLOGIE DE LABORATOR peretele vascular se formează prin procesul de reendotelizare a locului de leziune Deficitul de trombocite duce la degenerarea endoteliului vascular și devine permeabil la plasmă și eritrocite Creșterea permeabilității (fragilității) capilarelor este însoțită de mici hemoragii (peteșii) Cu trombocitopenie severă, se dezvoltă sindromul hemoragic Funcția de agregare adeziv se datorează capacității trombocitelor de a adera la structurile subendoteliale ale peretelui vascular deteriorat și de a forma mai întâi agregate, iar apoi un dop de trombocite În condiții de patologie (paraproteinemie, crioglobulinemie), produsele de fibrinoliză inhibă agregarea trombocitelor De asemenea, această funcție este afectată în absența fibrinogenului, a deficienței sau a anomaliilor glicoproteinelor membranare Funcția de sorbție-transport a trombocitelor constă în adsorbția lor pe suprafața lor și livrarea la locul de sângerare a factorilor de coagulare plasmatică, cum ar fi fibrinogenul, factorul VIII, precum și complexele imune și anticoagulantele Retragerea unui cheag de sânge este o funcție a trombocitelor care asigură compactarea cheagului și eliberarea excesului de ser din acesta Retracția îmbunătățește caracteristicile mecanice ale cheagului și reduce activitatea fibrinolizei în interiorul acestuia Cu deficiența congenitală a factorului GPIIb-IIIa (trombastenia lui Glantzmann), retracția cheagului de sânge este afectată Consecința acestui lucru nu este doar un defect grav în hemostaza trombocitară, ci și un defect calitativ al cheagului de sânge rezultat LYMPH CYT P EZ Limfocitele sunt celule ale sistemului imunitar, o populație eterogenă care diferă prin caracteristicile imunofenotipice și funcționale Pentru tiparea leucocitelor, a fost propusă o clasificare a antigenelor membranare și a anticorpilor monoclonali (grupuri de clustere) care le recunosc A fost introdusă denumirea antigenelor ca CD (Cluster Designatiort), indicând numărul corespunzător În absența contactului cu antigenul, limfocitele sunt celule de repaus, nu se divid, nu secretă substanțe active, activitatea lor metabolică este minimă Morfologic, aceste celule sunt reprezentate de limfocite mici Numai după legarea antigenelor limfocitele devin activate, ceea ce duce la diferențierea lor în celule efectoare și reglatoare Fiecare limfocit are un receptor de specificitate unic care este transmis celulelor fiice Ca rezultat, apar clone care diferă în specificitatea receptorului Fiecare clonă este adaptată la propriul antigen și, în ansamblu, toate clonele de limfocite recunosc o mare varietate de antigene care există în natură Când un antigen intră în organism, clona (grupul de clone) ale cărei celule poartă receptorul corespunzător este implicată în răspunsul imun Populația de celule T de limfocite este cea mai numeroasă, necesitând condiții speciale pentru dezvoltare, pe care le găsesc atunci când migrează din măduva osoasă către timus Diferențierea măduvei osoase a limfocitelor T Cel mai timpuriu marker al celulelor T este CD , a cărui apariție pe celulele stem CD '-hematopoietice indică direcția diferențierii celulelor T Etapa de co-expresie a CD și CD în măduva osoasă este foarte rapidă Aproape simultan cu CD , începe expresia citoplasmatică a CD și CD și apare antigenul de membrană CD , apoi CD În stadiile incipiente ale diferențierii limfocitelor T, se poate observa expresia CD Protimocitele imature nu au molecule HLA-DR, TdT (deoxinucleotidă terminală) HEMATOLOGIE DE LABORATOR diltransferaza), CD , abia încep să rearanjeze genele receptorului celulelor T Diferențierea limfocitelor T în timus Migrarea precursorilor limfocitelor T din măduva osoasă către timus este însoțită de depășirea barierei hematotimice Sub influența micromediului timusului, celulele trec prin etape succesive de transformare, mai întâi în stratul cortical, apoi în stratul medular Ca rezultat, se formează un receptor de celule T, care servește la recunoașterea antigenului Timocitele corticale se caracterizează prin expresia moleculei CDla și prezența simultană a antigenelor CD și CD Ultima etapă de diferențiere a timocitelor are loc în stratul medular (timocite medulare) Se caracterizează prin apariția markerilor de membrană CD , CD , TCR-of, divizarea limfocitelor T în două subpopulații - T-helper (CD h) și celule citotoxice (CD +) Din timus, limfocitele T naive (CD * sau CD +) prin vasele zonei corticomedulare și fluxul sanguin intră în organele limfoide periferice O trăsătură imunofenotipică caracteristică a acestor celule este expresia membranară a moleculei CD RA În organele limfoide secundare (ganglioni limfatici, splină, foliculi limfatici), limfocitele T ocupă în principal zone dependente de timus: zone paracorticale ale ganglionilor limfatici, ambreiaje para-arteriale ale splinei În zona medulară, celulele T se găsesc împreună cu limfocitele B și celulele plasmatice În aceste zone, celulele T CD * predomină față de CD + Limfocitele T nu stau mult timp în organele limfoide, le părăsesc rapid, intră în limfă sau migrează cu fluxul sanguin Celulele T sunt implicate în procesele de activare și răspuns imun la contactul cu antigenul din organele limfoide periferice După o serie de diviziuni succesive, diferențierea se încheie cu formarea de limfocite T-helper sensibilizate (efectoare) (CD ) sau citotoxice (CD ) și formarea celulelor de memorie (CD RO +), a căror proporție este de aproape % din limfocite Limfocitele T au o durată de viață diferită O mică parte a celulelor trăiește câteva săptămâni, luni Pentru majoritatea limfocitelor T, timpul de reînnoire este de ani, ceea ce uneori este comparabil cu durata de viață a unei persoane De aceea, numărul de celule cu memorie CD +CD ' (CD RO ) crește odată cu vârsta, iar numărul de celule naive (CD RO) scade Odată cu vârsta, numărul de limfocite T din măduva osoasă crește: în trepanobioptat sunt de până la , %, în aspiratele de măduvă osoasă - până la % A fost observat un efect selectiv de orientare a limfocitelor SP + mature către măduva osoasă, unde raportul CD /CD este mai mic de , Limfocitele T mature ale măduvei osoase exercită controlul asupra proceselor de proliferare și diferențiere a celulelor hematopoietice atât prin interacțiuni de contact, cât și indirect prin producerea de citokine Principalul și cel mai specific marker al limfocitelor T este CD Mai puțin specific, dar aproape întotdeauna prezent pe celulele T CD , CD , CD Molecula CD determină subpopulația de T-helper, molecula CD determină T-killers (limfocite citotoxice) Dintre celulele helper, se disting T-helper de tipul și (Thl și Th ), care ajută la dezvoltarea răspunsurilor imune celulare și, respectiv, umorale Limfocitele T sunt implicate în implementarea răspunsului imun celular, care se manifestă sub două forme: un răspuns citotoxic și o reacție de hipersensibilitate de tip întârziat Răspunsul citotoxic se bazează pe activarea T-killers, care distrug celulele țintă afectate (de exemplu, infectate cu virusuri, tumori) HEMATOLOGIE DE LABORATOR celulele stângi) Reacția de hipersensibilitate de tip întârziat se bazează pe o reacție macrofagică dirijată de celulele Thl Un răspuns imun celular se dezvoltă în cazul respingerii unei grefe alogene - reacțiile gazdă-versus-grefă și grefă-versus-gazdă Diferențierea limfocitelor B Măduva osoasă este locul principal de diferențiere a limfocitelor B Principala caracteristică a limfocitelor B este prezența pe membrana lor a receptorilor pentru recunoașterea antigenelor, care se bazează pe molecule de imunoglobuline Limfocitele B din măduva osoasă trec printr-o etapă de diferențiere independentă de antigen Cel mai timpuriu stadiu de diferențiere a limfocitelor B se numește pro-limfocitul B În această etapă, are loc stadiul inițial al rearanjarii genelor lanțurilor C grele ale imunoglobulinelor și apare CD pe membrană, care este un marker comun (pan-B-cell) pentru toate limfocitele B și este implicat în procesele de activare celulară Apariția CD are loc în celulele care exprimă molecule HLA-DR, adesea în combinație cu CD , CD și TdT O trăsătură distinctivă a următoarei etape a diferențierii limfocitelor B este expresia antigenelor CD (CALLA) și citoplasmatice CD pe membrană Această etapă se numește pre-pre-limfocita B În etapa următoare, apare apariția lanțurilor C citoplasmatice ale imunoglobulinelor și a moleculei CD - celula dobândește imunofenotipul unui pre-limfocit B În această etapă, genele lanțului ușor sunt rearanjate, ceea ce completează procesul de transformări genetice în limfocitele B Imunoglobulinele cu lanț ușor nu sunt încă sintetizate în celulele pre-B Celulele cu gene de imunoglobuline rearanjate neproductiv mor în măduva osoasă, probabil prin apoptoză Rearanjarea genelor lanțului L are ca rezultat expresia IgM membranei complete în combinație cu alți markeri de membrană Acest stadiu corespunde stadiului de celule B imature Procesul de diferențiere independentă de antigen a limfocitelor B se încheie cu exprimarea IgD, care coexistă cu receptorul IgM Prezența complexului "IgM + IgD", antigene CD -, CB pe membrană face posibilă considerarea limfocitului B ca o celulă matură (naivă) Din momentul în care formarea complexului receptor este finalizată, celula B dobândește capacitatea de a interacționa cu antigenul Conținutul de limfocite B în biopsiile de trefina de măduvă osoasă la adulți este de , % ( , - , %), numărul de celule cu imunofenotipul CD TCD + este de , % ( , - , %), în creierul aspirat de măduvă osoasă - și %, respectiv Odată cu vârsta, există o scădere a numărului total de limfocite B din măduva osoasă și o scădere a potențialului lor proliferativ Acest lucru se datorează în principal celulelor B primitive, precum și celulelor care exprimă CD RA Celulele B virgine mature (naive) părăsesc măduva osoasă cu un receptor de imunoglobulină format, antigenele de activare CD și CD sunt absenți pe membrană Ei intră în circulație și intră în organele limfoide periferice, unde, atunci când întâlnesc un antigen, trec printr-o etapă de diferențiere dependentă de antigen În aceste organe își îndeplinesc funcțiile, fiind localizate în straturile exterioare ale cortexului ganglionilor limfatici, zona marginală și foliculii pulpei albe ai splinei Durata de viață a majorității limfocitelor B mature în absența stimulării antigenice este de câteva luni Limfocitele B mature au moleculele membranare necesare pentru a recunoaște antigenul și a contacta eficient alte celule ale sistemului imunitar, molecule de imunoglobuline, componente ale complementului, citokine În ganglionii limfatici (LN), limfocitele B mature intră în foliculii primari, care se prezintă sub formă de formațiuni compacte rotunjite, nu LABORATOR HEMATOLOGIE având un centru de lumină (germeni) Foliculii secundari diferă de foliculii primari prin prezența unui centru germinativ Morfologia celulelor foliculului primar corespunde unui limfocit mic, majoritatea nu au semne de activare Limfocitele exprimă receptorii CD pe membrană CD , CD , CD , CD , CD acestea au un fenotip periferic cu celule B Cel mai adesea, aceste celule conțin complexul membranar "IgM + IgD" sau IgM Antigene de activare CD CD , CD și CD sunt de obicei absente La făt și nou-născut, fenotipul celular al foliculilor primari LN diferă de cel al adulților prin prezența markerului CD pe majoritatea limfocitelor Conținutul de celule CD + în L La adulți este de - % din numărul total de limfocite B În absența stimulării antigenice, celulele mor prin apoptoză după câteva zile Când interacționează cu antigenul, are loc activarea și proliferarea limfocitelor B, care se reflectă în apariția moleculei CD pe membrană, creșterea expresiei HLA-DR și pierderea IgD de membrană Un grup special de antigene, inclusiv în principal autologe și câteva (în cea mai mare parte independente de timus) antigene exogene, duce la apariția exprimării CD în timpul activării limfocitelor B Limfocitele B CD "CD + activate migrează către foliculul LN, a cărui structură se modifică datorită proliferării rapide - apar centrul germinativ și zona mantalei Sub micromediul centrului germinativ are loc un proces în mai multe etape de maturare și diferențiere dependentă de antigen a celulelor B În zona întunecată a centrului germinal, celulele B activate pierd CD și se transformă în centroblasti (CB), care proliferează activ Centroblastele sunt caracterizate prin expresia CD , CD , CD , CD , CD , absența aproape completă a IgM și IgD Majoritatea acestor celule mor prin apoptoză, deoarece gena anti-apoptoză bcl- nu funcționează în centroblasti Celulele moarte distruse sunt preluate de macrofagele centrelor germinative numite macrofage cu corp străin (macrofage cu corp tingible) Aici, în centrul germinativ, o parte din centroblaste se diferențiază în centrocite - celule cu nuclei divizați Imunoglobulinele membranare (IgG, IgA sau IgE) apar pe centrocite Sinteza trece de la producerea de IgM la IgG, IgA și IgE, dar predominant la sinteza IgG, a cărei detectare indică faptul că celula a suferit stimulare antigenică Concomitent cu proliferarea și diferențierea centroblastelor în centrocite, apar hipermutații somatice în regiunile variabile ale genelor imunoglobulinei Procesul de mutație somatică este necesar pentru a crește specificitatea lanțurilor de imunoglobuline și pentru a dobândi o afinitate mare pentru antigen Centrocitele formează celulele B de memorie și celulele plasmatice Acest lucru se întâmplă în zona luminoasă apicală a centrului germinal al foliculului, care conține o rețea densă de celule dendritice foliculare (FDC) cu CD T FDC-urile conțin o cantitate semnificativă de antigen la care se formează un răspuns imun în acest centru germinal Antigenul de pe FDC este reținut sub formă de complexe imune cu anticorpi și complement datorită exprimării unui număr mare de receptori Fc (CD , CD , CD ) și receptori de complement (CD , CD , CDllb) pe FDC Antigenul de pe FDC este prezentat limfocitului B într-o formă liberă sau sub formă de corpuri membranare mici încărcate cu antigen Direcția de diferențiere a limfocitelor B în celule de memorie sau în celule plasmatice este reglată în zona de lumină apicală a centrilor germinali Legarea moleculei CD de pe celulele B de ligandul corespunzător de pe limfocitele T duce la formarea celulelor B cu memorie Diferențierea plasmocitară a limfocitelor B are loc după interacțiunea lor cu fragmentul solubil al CD sau cu antigenul CD prezent pe FDC Aceste interacțiuni implică CD și IL- HEMATOLOGIE DE LABORATOR Celulele plasmatice mature îndeplinesc principalele funcții - sinteza și secreția de imunoglobuline care asigură protecția umorală a organismului În acest caz, celulele plasmatice pierde majoritatea receptorilor membranei celulelor B, doar CD este detectat pe suprafața lor O subpopulație de celule B CD + este prezentă la granița centrului germinativ și a stratului interior al mantalei Aceste celule sunt capabile să se diferențieze în celule plasmatice și să schimbe sinteza imunoglobulinelor de la IgM la IgG și IgA Celulele zonei marginale a foliculului LN sunt reprezentate în număr mic - acestea sunt așa-numitele celule B monocitoide Termenul reflectă asemănarea lor externă cu elementele monocitoide (forma neregulată a nucleului, citoplasmă luminoasă largă, abundentă) Proliferarea pronunțată a acestor celule în ganglionii limfatici se observă în toxoplasmoză, mononucleoză infecțioasă, rubeolă, infecție cu HIV Imunofenotipul acestor celule corespunde celulelor B activate apropiate stadiilor terminale de diferențiere (CD , CD , CD , CD , CD , IgM) Expresia CD , CD , CD este de obicei absentă, ceea ce le deosebește de elementele limfoide ale centrilor de lumină și de zona mantalei foliculilor Acest tip de celule are cea mai mare similitudine cu limfocitele din zona marginală a splinei, dar diferă de acestea prin constanța mai mare a exprimării CD , CD , CD , CD Markeri comuni ai limfocitelor B - CD CD , CD , CD a Funcția principală a limfocitelor B este implementarea răspunsului imun umoral, care se bazează pe activarea celulelor B și diferențierea lor în celule plasmatice formatoare de anticorpi În timpul răspunsului, sinteza anticorpilor este comutată de la IgM la IgG, iar în timpul răspunsului imun în membranele mucoase, la IgA Anticorpii neutralizează antigenele libere, formând complexe imune, opsonizează celulele și le fac ținte pentru fagocite și ucigași naturali și activează complementul Ca urmare a răspunsului imun, se formează celule de memorie T și B, care asigură o dezvoltare accelerată a unei reacții la intrarea repetată a acelorași antigene în organism - un răspuns imun secundar Celulele de memorie sunt limfocite mici, cu capacitatea de a recircula și au o durată de viață lungă, ceea ce determină păstrarea pe termen lung a imunității față de agenții patogeni ai bolilor infecțioase și alți agenți străini Ucigașii naturali (celulele NK) sunt o fracțiune de limfocite lipsite de markeri de celule T și B Fenotipul lor este CD CD CD Nu au o rearanjare a genelor receptorului celulelor T, ele exprimă receptorul complementului (C d), virusul Epstein-Barr (CD ), receptorul Fc pe membrană Cel mai mare conținut al acestora celulele s-au observat în ficat și splină, numărul lor nesemnificativ este conținut în ganglionii limfatici, măduva osoasă, plămâni, foliculii limfoizi ai intestinului subțire În sângele periferic, celulele NK reprezintă până la % din limfocite, în os biopsie de trefina medulară - , % ( , - , Morfologia acestor celule corespunde limfocitelor granulare mari - - microni în diametru, granule azurofile în citoplasmă, numărul și densitatea cărora variază Funcția principală a ucigașilor naturali este contactul citoliza celulei țintă (celule infectate cu virus, tumori și cu proliferare rapidă) cu molecule de semnalizare a eliberării care includ apoptoza Astfel, datorită multifuncționalității lor, celulele sanguine sunt implicate în multe procese metabolice din organism Locația celulelor hematopoietice este sângele, limfa, țesuturile, organele, unde îndeplinesc o funcție de transport, participă la reacțiile de apărare ale organismului, procese reparatorii, inflamatorii și alte procese Cu o durată de viață limitată, celulele necesită reînnoire periodică LABORATOR HEMATOLOGIE Constanța compoziției celulare a sângelui determină parametrii normali ai mielo- și hemogramei În ciuda numeroaselor modificări ale mediului, hematopoieza rămâne stabilă, iar situațiile în care există abateri de la parametrii normali ai hemogramei servesc ca indicație pentru un examen hematologic mai profund Un test general de sânge este considerat un indicator al stării corpului STUDII DE BAZĂ ÎN HEMATOLOGIE DE LABORATOR Hemoleucograma completă Analiza rezultatelor unui test de sânge este o parte integrantă a procesului de diagnosticare Atunci când se analizează o hemogramă, orice modificări sunt interpretate ca patologice, ceea ce necesită o examinare amănunțită a pacientului Ele pot fi nespecifice, iar în aceste cazuri sunt utilizate pentru monitorizarea dinamică a pacientului În bolile sistemice ale sistemului hematopoietic, o hemogramă completă devine de o importanță primordială pentru diagnostic Rezultatele sale determină strategia ulterioară de examinare a pacientului, urmată de alegerea regimului de tratament Analiza este necesară pentru a monitoriza terapia în curs Trebuie luată în considerare influența diferiților factori asupra rezultatelor studiilor hematologice Aceștia sunt factori fiziologici precum vârsta, sexul, dieta, activitatea fizică, ciclul menstrual, menstruația, nașterea; Factorii de mediu includ condițiile climatice, altitudinea, temperatura ambiantă, factorii toxici - fumatul, alcoolul, drogurile, medicamentele, riscurile profesionale Hemoleucograma este influențată de starea emoțională a pacientului, de ritmurile circadiene și sezoniere și de poziția pacientului în momentul prelevării de sânge Pe măsură ce altitudinea crește, nivelul hematocritului și al hemoglobinei cresc Exercițiul fizic poate duce la modificări semnificative ale numărului de leucocite, care se datorează modificărilor hormonale Schimbarea poziției corpului pacientului (culcat, în picioare) duce la creșterea hemoglobinei, a hematocritului și a numărului de eritrocite și leucocite Acest efect se datorează pătrunderii apei și a substanțelor de filtrare din patul vascular în țesuturi, ca urmare a creșterii presiunii hidrostatice Diareea și vărsăturile severe pot duce la deshidratare și hemoconcentrare semnificative și, invers, după rehidratare, se observă o scădere a hemoglobinei și a hematocritului, care pot fi confundate cu pierderi de sânge Pentru a elimina sau a minimiza influența acestor factori, sângele pentru analize repetate trebuie luat în aceleași condiții Sângele pentru analize clinice este prelevat de pe degetul, vena sau lobul urechii pacientului, la nou-născuți - de la călcâi Sângele trebuie luat pe stomacul gol (după aproximativ ore de post, abstinența de la alcool și fumat), între orele și dimineața, cu activitate fizică minimă imediat înainte de administrare (timp de - de minute), cu pacientul întins sau stând Preluarea materialului trebuie efectuată în mănuși de cauciuc, respectând regulile de asepsie Sânge dezoxigenat Sângele venos este considerat cel mai bun material pentru cercetarea clinică Fiabilitatea și acuratețea studiilor hematologice efectuate din sânge venos depind în mare măsură de tehnica de prelevare a probelor de sânge HEMATOLOGIE DE LABORATOR Sângele pentru studii hematologice trebuie să curgă într-un curent liber direct într-o eprubetă care conține anticoagulant K EDTA (K,EDTA) Prelevarea sângelui cu o seringă fără anticoagulant, urmată de transfuzie într-o eprubetă, este inacceptabilă din cauza formării de microcheaguri și hemolize Prelevarea sângelui cu sisteme de vid are o serie de avantaje, dintre care principalele sunt asigurarea calității înalte a probei și prevenirea oricărui contact cu sângele și, prin urmare, asigurarea siguranței personalului medical și a pacienților EDTA (K EDTA sau K EDTA) este anticoagulantul preferat pentru numărarea celulelor sanguine folosind analizoare hematologice automate Utilizarea No ,EDTA nu este recomandată din cauza solubilității sale slabe Concentrația de EDTA din sângele prelevat trebuie să fie constantă și să fie de , - , mg/ml de sânge Utilizarea heparinei* sau a citratului de sodiu ca anticoagulante este însoțită de modificări structurale ale celulelor, astfel încât aceste anticoagulante nu sunt recomandate pentru utilizare atât în testele de sânge automate, cât și morfologice Este necesar să se monitorizeze cu strictețe cantitatea de sânge prelevată, al cărui volum trebuie să corespundă semnului indicat pe eprubetă Nerespectarea acestei condiții, precum și amestecarea insuficientă a sângelui, duce la o modificare a concentrației finale a anticoagulantului, ceea ce poate duce la apariția de microcheaguri, la determinarea inexactă a concentrației elementelor celulare și la distorsiunea structura morfologică a celulelor sânge capilar Pentru studiile hematologice, se recomandă prelevarea de sânge capilar în următoarele cazuri: cu arsuri care ocupă o suprafață mare a corpului pacientului; vene mici sau greu accesibile la un pacient; obezitate severă; predispoziție stabilită la tromboză venoasă; la nou-născuți; dacă este necesar, monitorizarea zilnică a hemogramelor, de exemplu, la pacienții cu cancer pe fondul chimioterapiei Trebuie remarcat faptul că, atunci când se prelevează sânge capilar, sunt posibile o serie de caracteristici care pot fi dificil de standardizat: fiziologic - degete reci, cianotice, metodic - un volum mic de sânge care este studiat și, prin urmare, necesitatea diluării probei pentru analiza pe un analizor hematologic etc Încălcările tehnicii de prelevare a probelor de sânge duc la împrăștiere semnificativă a rezultatelor obținute și, în consecință, la necesitatea unor studii repetate pentru a clarifica rezultatul Livrarea, depozitarea și pregătirea probelor pentru cercetare Pentru a asigura un rezultat calitativ al cercetării, este necesar să se controleze strict timpul și condițiile de păstrare a probelor înainte de analiză Timpul optim pentru un test de sânge este în intervalul de la la ore după administrare În intervalul de la la de minute are loc o adaptare temporară a trombocitelor la anticoagulant și agregarea acestora, ceea ce poate duce la o falsă scădere a numărului lor în proba de sânge Nu este de dorit să se examineze sângele mai târziu de ore după administrare din cauza modificărilor unor caracteristici celulare: volumul leucocitelor scade, volumul eritrocitelor crește, ceea ce duce în cele din urmă la rezultate eronate ale măsurătorilor și la interpretarea lor incorectă Doar concentrația de hemoglobină și numărul de trombocite sunt stabile în timpul zilei de depozitare a sângelui Sângele nu poate fi înghețat Sângele capilar cu EDTA trebuie păstrat la temperatura camerei și analizat în decurs de ore după colectare, mai mult timp LABORATOR HEMATOLOGIE Depozitarea solidă a sângelui capilar nu este recomandată din cauza volumului său mic Dacă este necesar să se efectueze o analiză întârziată (transport pe distanțe lungi, defecțiuni tehnice ale dispozitivului etc ), probele de sânge venos sunt păstrate la frigider la o temperatură de - °C și examinate în de ore legate de volumul lor La oamenii practic sănătoși, aceste modificări nu sunt critice și nu afectează parametrii cantitativi, dar în prezența celulelor patologice, acestea din urmă se pot: modifica sau chiar se prăbușesc în câteva ore din momentul prelevării sângelui Imediat înainte de studiu, sângele trebuie amestecat bine timp de câteva minute pentru a dilua anticoagulantul și a distribui uniform elementele formate în plasmă Amestecarea constantă pe termen lung a probelor până în momentul cercetării lor nu este recomandată din cauza posibilelor leziuni și degradare a celulelor patologice Un test de sânge pe dispozitiv este efectuat la temperatura camerei Sângele depozitat într-un frigider trebuie mai întâi încălzit la temperatura camerei, deoarece la temperaturi scăzute vâscozitatea crește și elementele formate tind să se lipească, ceea ce, la rândul său, duce la amestecare deteriorată și liză incompletă Testarea sângelui rece poate provoca semnale din cauza compresiei histogramei leucocitelor Se recomandă ca frotiurile de sânge să fie efectuate nu mai târziu de - ore de la prelevarea probelor de sânge Atunci când se efectuează studii hematologice la o distanță considerabilă de locul prelevării de sânge, apar inevitabil probleme asociate cu condiții nefavorabile de transport Impactul factorilor mecanici (agitare, vibrații, amestecare etc ), condițiile de temperatură, probabilitatea de scurgere și contaminarea probelor pot afecta calitatea analizelor Pentru a elimina aceste motive, la transportul tuburilor de sânge, se recomandă utilizarea tuburilor de plastic închise ermetic și a recipientelor speciale de transport izotermic Analiza automată a celulelor sanguine Contoarele automate de sânge fac posibilă estimarea dimensiunii, caracteristicilor structurale, citochimice și a altor celule ale celulelor, analizează populații mari de celule dintr-o singură probă, au mai multe canale diferite pentru numărarea populațiilor de celule și a concentrațiilor de hemoglobină Analizoarele hematologice permit nu numai automatizarea procesului de numărare a celulelor sanguine, ci și obținerea de caracteristici informative suplimentare ale celulelor sanguine (Tabelul - ) La analizoarele de hematologie de la diferiți producători, valorile normale ale sângelui stabilite pe dispozitiv pot varia semnificativ în funcție de normele utilizate într-o anumită țară Mai jos sunt parametrii utilizați cel mai frecvent în analizoarele de hematologie Parametrii eritrocitari RBC (RedBloodCells) - numărul de eritrocite din sânge (x /l) Coeficientul de variație pentru acest parametru atunci când se numără pe dispozitiv este de - %, iar când se numără manual în cameră - până la % Posibile erori de măsurare cu numărarea automată a RBC Fals mare: • trombocite gigantice (mai mult de fl): • crioglobulinemie; • leucocitoză mare (mai mult de x /l) HEMATOLOGIE DE LABORATOR Tabelul - Numărul normal de sânge periferic la adulți Index Valori normale Hemoglobină, g/l Bărbați - - Femei - - Globule roșii (RBC) x | /l Barbati - - Femei - , - , Hematocrit, % Bărbați - SM Femei - - Volumul mediu al eritrocitelor (MCV), fl, µm - Conținutul mediu de hemoglobină într-un eritrocit (MCH), pg - Concentrația medie de hemoglobină într-un eritrocit (MCHC), g/dl - Lățimea distribuției eritrocitelor în volum (RDW-CV), % , - , Reticulocite, %o (sau %) - ( , - , ) Leucocite, x ul - Neutrofile, % (х /l): • junghi; • segmentat - ( , - , ) - ( - , ) Eozinofile (x e/l) , - ( , - , ) Bazofile (x /l) - ( - , ) Limfocite (xYuVl) - ( , - ) Monocite - ( , - , ) Celule plasmatice - Trombocite, xYuVl - Volumul mediu al trombocitelor (MPV), fl , - , Lățimea distribuției trombocitelor în volum (PDW), % - Trombocrit (PCT), % , - , VSH, mm/h Bărbați - - Femei - - Notă Normele se bazează pe ordinele M ale URSS nr din și nr din lq Falsă afirmație: • aglutinarea eritrocitelor; • microcitoză pronunțată a eritrocitelor; • probe de sânge hemolizat Prezența crioglobulinelor poate determina o creștere a VV C, RBC sau PLT și a concentrației de hemoglobină În astfel de cazuri, proba de sânge trebuie încălzită până la + °C timp de de minute și măsurată imediat Crioglobulinemia poate fi observată la pacienții cu mielom, macroglobulinemie Waldenström, neoplasme maligne, leucemie, boli limfoproliferative și autoimune, hepatită virală și diabet zaharat Normoblaste (NRBC) Majoritatea analizoarelor de hematologie numără toate celulele nucleate, așa că atunci când normoblastele sunt prezente în sângele periferic, acestea sunt identificate ca leucocite și pot provoca o creștere a numărului de leucocite și limfocite, deoarece normoblastele au dimensiunea unui limfocit mic În aceste cazuri, este necesar un control vizual strict și corectarea numărului real de leucocite Exemplu Numărul total de leucocite la numărarea în analizor este de x /l În formula leucocitelor, există de normoblaste la de leucocite Formula pentru calcularea numărului real de leucocite din sânge: X \u d ( x până la / l) / \u d x %, LABORATOR HEMATOLOGIE unde X este leucocitoză sanguină adevărată; de celule - leucocite; x /l - numărul de celule în µl, obținut prin numărare în cameră sau pe analizor; de celule - numărul total de leucocite și normoblaste obținute prin numărarea formulei leucocitelor Astfel, cantitatea reală din sânge este de x / l Normoblastele apar în sângele periferic în boli oncohematologice, anemie (deficit hemolitic, B - și folic), afecțiuni septice severe și intoxicații Apariția normoblastelor în perioada postoperatorie este un semn de prognostic prost care prezice un posibil rezultat letal Detectarea normoblastelor în sânge poate fi privită ca un marker al hipoxiei și inflamației HGB (hemoglobina) Concentrația de hemoglobină (g/dl sau g/l) în majoritatea analizoarelor de hematologie este determinată fotometric prin cianură de hemiglobină sau metode hemicromice Coeficientul de variație la analizoare nu depășește %, la măsurarea manuală, este acceptabil un coeficient de variație de până la % Posibile erori în măsurarea conținutului de hemoglobină Fals mare: • leucocitoză mare (mai mult de x /l); • prezenţa hemoglobinelor instabile (HbS, HbC); • hiperlipidemie, hiperbilirubinemie; • crioglobulinemie, paraproteinemie; • hemoliză (w "go); • eritrocite rezistente la liză Falsă afirmație: • formarea de microcheaguri în proba de sânge Principalele motive pentru supraestimarea concentrației de hemoglobină se datorează turbidității probei de sânge, care poate fi rezultatul hiperlipidemiei și hiperbilirubinemiei, alimentelor grase, prezenței eritrocitelor nelizate și hiperleucocitozei Pentru a reduce probabilitatea erorii de măsurare, se recomandă tratarea sângelui cu un lizat, centrifugarea probei și măsurarea hemoglobinei din supernatant printr-o metodă fotometrică În funcție de concentrația de hemoglobină, se disting trei grade de severitate a anemiei: ușoară - concentrația de hemoglobină mai mare de g/l, medie - - g/l, severă - mai mică de g/l Se observă o creștere a concentrației de hemoglobină cu eritrocitoză reactivă și tumorală, deshidratare O scădere a concentrației de hemoglobină apare cu anemie, hiperhidratare HCT (hematocrif) - hematocrit Când este măsurat pe analizoare hematologice, indicatorul reflectă suma volumelor măsurate direct de eritrocite pe unitatea de volum de sânge De aceea problema plasmei "reziduale" în analizoarele hematologice nu există, spre deosebire de studiul acestui indicator pe o centrifugă cu hematocrit, unde plasmă rămâne între eritrocite după centrifugare Coeficientul de variație pentru metoda automată este mai mic de %; la determinarea indicelui prin centrifugare, acesta este de - % Posibile erori în măsurarea NST Fals mare: • trombocite gigantice (mai mult de fl); • crioglobulinemie; • leucocitoză mare (mai mult de x /l); • hiperglicemie (peste mg/dl); • cetoacidoză diabetică Subestimare falsă: HEMATOLOGIE DE LABORATOR • aglutinarea eritrocitelor; • microcitoză pronunțată a eritrocitelor (mai puțin de fl) O creștere a hematocritului se observă cu eritrocitoza reactivă și tumorală, o scădere a volumului plasmei circulante (arsuri, deshidratare) O scădere a hematocritului se observă cu anemie, sarcină (trimestrul II), hiperhidratare În hiperglicemie și cetoacidoză diabetică, plasma sanguină este hiperosmolară Când sângele este diluat in vitro cu soluție izotonică de clorură de sodiu, apare o umflare rapidă a eritrocitelor, ceea ce determină o supraestimare a hematocritului În aceste cazuri, determinarea sa pe o centrifugă cu hematocrit este mai precisă MCV (Mean Corpuscular Volume) - volumul mediu al unui eritrocit, exprimat în micrometri cubi (µm ) sau în femtolitri ( fl = Іkm ) În majoritatea analizoarelor de hematologie, MCV este determinată de o relație directă între amplitudinea impulsului electric și volumul celulei MCV se calculează prin împărțirea sumei volumelor celulare la numărul de eritrocite MSV - volumul mediu al întregii populații de eritrocite conținute într-un volum de - fl De aceea MCV poate avea o valoare normală dacă pacientul are atât macro- și microcitoză pronunțată, un număr mare de eritrocite anormale (de exemplu, cu anemie falciforme, poikilocitoză severă) În acest caz, analiza histogramei eritrocitelor și morfologia celulelor din frotiurile de sânge au o importanță deosebită diagnostică Când eritrocitele sunt aglutinate, dispozitivul le percepe ca o singură celulă mare dacă dimensiunea lor este mai mică decât pragul superior al canalului eritrocitar, ceea ce duce la o creștere a indicelui MCV Conservarea sângelui in vitro și măsurarea unor astfel de probe la °C ajută la obținerea unor rezultate corecte Posibile erori de măsurare MCV Fals mare: • prezenta aglutininelor reci; • cetoacidoză diabetică, hiperosmolaritate plasmatică; • hipernatremie; • leucocitoză mare (mai mult de x °/l); • depozitarea pe termen lung a sângelui (mai mult de ore); • reticulocitoză; • macrotrombocitoză Falsă afirmație: • conținut crescut de fragmente de eritrocite în sânge din cauza hemolizei mecanice; • coagulopatie de consum MCV este un indicator important în diagnosticul diferenţial al anemiei Pe baza măsurării anemia MCV este împărțită în normocitară (MCV - - fl), microcitară (MCV - mai puțin de fl) și macrocitară (MCV - mai mult de fl) MSV se modifică de-a lungul vieții: la nou-născuți este de aproximativ fl, în prima săptămână de viață scade la - fl, până la an este de - fl, la vârsta de - ani se stabilizează, mai jos limita normei este de fl MCH (Mean Corpuscular Hemoglobin) - conținutul mediu de hemoglobină dintr-un eritrocit, măsurat în picograme (pg) Se calculează prin formula; MCH = hemoglobină (g/l) / număr de globule roșii (xIO ) MCH caracterizează conținutul mediu de hemoglobină dintr-un singur eritrocit în unități absolute MSN normal este - pg MCH este un parametru mai obiectiv decât indicatorul de culoare învechit, care nu reflectă sinteza hemoglobinei și conținutul acesteia în eritrocit LABORATOR HEMATOLOGIE Parametrul MSI este calculat, prin urmare, toți factorii care afectează creșterea valorilor hemoglobinei și scăderea numărului de eritrocite duc la rezultate fals ridicate Modificările MSI stau la baza împărțirii anemiei în normocrom (MSI - - pg), hipocromic (MSI - mai puțin de pg) și hipercromic (MSI - mai mult de pg) O scădere a MSI se observă în anemie cauzată de alterarea sintezei hemoglobinei (anemie feripică, porfirie), o creștere a anemiei macrocitare și mai ales megaloblastice MCHC (Mest Corpuscidar Ilemoglobin Concentration) - concentrația medie de hemoglobină într-un eritrocit (g/dl) Indicatorul se calculează după formula: MCHC \u d [hemoglobină (g / l) / hematocrit (%)] x MCHC arată concentrația de hemoglobină într-un eritrocit, adică reflectă saturația eritrocitei cu hemoglobină MCHC nu depinde de volumul celular și este un indicator sensibil al proceselor afectate de formare a hemoglobinei MCHC normal este de - g/dl Posibile erori de măsurare Deoarece parametrul MCHC este calculat, toți factorii care afectează supraestimarea valorilor hemoglobinei și subestimarea hematocritului conduc la rezultate fals ridicate Rezultatele fals-scăzute ale MCHC se datorează unei supraestimări a MCV și unei subestimări a concentrației hemoglobinei O scădere a valorii MCHC se observă în bolile însoțite de deteriorarea sintezei hemoglobinei O creștere a MCHC peste g/dL este rară în practica clinică (sferocitoză congenitală, aglutinine la rece) Cel mai adesea, o creștere a MCHC indică erori în măsurarea probei (eroare în determinarea nivelului de hemoglobină sau MCV) De aceea, acest parametru este adesea folosit ca indicator al erorilor comise în etapa analitică sau preanalitică a studiului RDW (Red ceti Distribution Width) este un indicator al eterogenității eritrocitelor în volum, caracterizează gradul de anizocitoză În majoritatea analizoarelor hematologice moderne, acest indicator este calculat pe baza histogramei de distribuție a eritrocitelor ca coeficient de variație a volumului eritrocitelor: RDW (%) = (SD / MSV) x , unde SD este abaterea standard a volumului eritrocitelor de la valoarea medie Acest indicator este influențat de MCV, prin urmare, atât cu microcitoză, cât și cu macrocitoză, există o tendință de creștere a RDW Indicatorul RDW caracterizează fluctuațiile volumului celular în cadrul populației și nu are legătură cu valoarea absolută a volumului eritrocitelor De aceea, dacă există o populație de eritrocite în sânge cu o dimensiune modificată, dar destul de uniformă (de exemplu, microcite), valorile RDW pot fi în intervalul normal ( , - , %) Cu anizocitoza severă a eritrocitelor, indicele MCV, care caracterizează volumul mediu al întregii populații celulare, este normal, iar RDW va fi crescut Astfel, utilizarea combinată a doi parametri, RDW și MCV, face posibilă caracterizarea mai precisă a modificărilor componentei eritronului periferic O histograma este o afișare grafică a distribuției unui anumit tip de celule după număr și volum Pentru a construi histograme, analizoarele de hematologie numără milioane de celule într-o singură probă, sortează impulsurile după amplitudine și distribuie particule cu volum cuprins între și fl în de canale, fiecare dintre acestea corespunzând volumului particulelor HEMATOLOGIE DE LABORATOR Histograma eritrocitară În mod normal, curba înregistrată se supune legii distribuției gaussiene și are o formă simetrică (în formă de cupolă) Volumul celulei măsurate în femtolitri este reprezentat orizontal, axa verticală pe grafic este fixată ca o scară procentuală Odată cu apariția eritrocitelor patologice sau a mai multor populații ale acestora, forma histogramei se modifică O distribuție anormală a globulelor roșii poate fi însoțită de următoarele modificări histogramei Curba distribuției RBC nu începe de la linia de bază În acest caz, trombocitele și globulele roșii nu pot fi separate clar Motive posibile: • microeritrocite - în acest caz, valorile MCV sunt scăzute, RDW - în intervalul normal sau crescute; • trombocite gigantice - în acest caz, valorile volumului mediu de trombocite (MPV) și lățimea distribuției trombocitelor după volum (PDW) sunt crescute; • agregarea trombocitară - în acest caz, numărul de trombocite este redus Erorile obținute în astfel de situații pot distorsiona semnificativ rezultatul unui studiu de trombocite și, de obicei, nu afectează semnificativ valorile eritrocitelor, deoarece există mult mai puține trombocite decât eritrocite Deplasarea histogramei eritrocitelor la dreapta Motive posibile: • aglutinarea la rece a eritrocitelor (în acest caz, indicele MCHC este de minim g/dl); • eritroblaste (în acest caz, valorile MCV sunt crescute) Pentru a exclude aglutinarea la rece, proba trebuie încălzită la o temperatură de °C și măsurată din nou Histograma eritrocitară are mai multe vârfuri Motive posibile: • răspuns la terapia cu fier la pacienţii cu anemie feriprivă; • transfuzii de sânge - eritrocitele donatorului și ale pacientului au dimensiuni diferite; • hiperleucocitoză mai mare de x /l În acest din urmă caz, este posibil să se obțină rezultate incorecte ale numărării numărului de eritrocite, rezultatul trebuie clarificat Parametrii reticulocitelor Reticulocitele sunt eritrocite imature care conțin reziduuri de ARN și s-au format după pierderea nucleelor de către normoblaste Studiul reticulocitelor este utilizat în următoarele scopuri: • evaluarea activității eritropoiezei în condiții însoțite de hemoliză sau pierderi de sânge; • detectarea încălcărilor capacității de regenerare a măduvei osoase în caz de deficit de fier, vitamine B , B , folat, cupru și monitorizarea terapiei adecvate; • evaluarea stării eritropoiezei în timpul tratamentului cu eritropoietină; • evaluarea capacității măduvei osoase de a se regenera după terapia citotoxică și transplantul de măduvă osoasă; • evaluarea recuperării sintezei de EPO după transplant de rinichi; • controlul dopajului în rândul sportivilor (recepția EPO) În legătură cu apariția analizoarelor hematologice de înaltă tehnologie, a devenit posibilă obținerea unor parametri informativi ai reticulocitelor Parametrii clasici ai reticulocitelor: • RET% - numărul relativ de reticulocite (%); • RET# - număr absolut de reticulocite (х /l) LABORATOR HEMATOLOGIE Posibile erori în măsurarea numărului de reticulocite Fals mare: • incluziuni în eritrocite (corpi Jolly, paraziți ai malariei); • leucocitoză mare; • forme anormale de hemoglobină; • hipertrombocitoză; • trombocite gigantice Reticulocitoza cu o creștere bruscă a fracției de reticulocite imature pe fondul eritropoiezei active reflectă o capacitate de regenerare crescută a măduvei osoase Reticulocitoza persistentă poate indica sângerare continuă Reticulocitopenia este un indicator al inhibării eritropoiezei Normalizarea numărului absolut de reticulocite (RET) este un indicator al restabilirii activității proliferative a eritrocariocitelor Parametrii de volum ai reticulocitelor MSVg (Mean Cell Volume reticulocyies) - volumul mediu al reticulocitelor (fl) MVSR (Mean Volume Sphered Reticulocyte) - volumul mediu al celulelor sferice, inclusiv eritrocite și reticulocite (fl) Volumul mic de reticulocite explică apariția microcitelor în sângele periferic Indicatorii de volum al reticulocitelor sunt utilizați în diagnosticul anemiei feriprive, monitorizarea răspunsului la terapia cu medicamente care conțin fier, acid folic, vitamina B ? O creștere a MVSR la sportivi indică abuzul de medicamente care stimulează eritropoieza Parametri care caracterizează gradul de maturitate al reticulocitelor LFR% - populație de mici RET mature ( - %) MFR% este o populație de RET medii ( - %) HFR % - populație de RET imatur mare ( - %), Combinația MFR + HFR este definită ca fracțiunea de reticulocite imature - JRF (componenta fracționată a reticulocitelor imature de - %, poate servi ca un indicator al activității eritropoezei O creștere a IRF indică o eliberare accelerată a celulelor imature) din măduva osoasă, indicatorul crește mult mai devreme (de obicei cu zile) decât procentul de reticulocite și poate servi drept marker cel mai sensibil în monitorizarea stării activității eritropoietice a măduvei osoase și a eficacității tratamentului cu vitamina B] , acid folic, preparate de fier și EPO Dacă pacientul concomitent cu hematocrit scăzut în sângele periferic are reticulocite imature (MFR și HFR), se calculează indicele de producție de reticulocite RPI (Reticulocyte Production Index)' RPI = [RET (%) x HCT] / ( , x zile de circulație RET în sânge) Valoarea RPI variază foarte mult în funcție de severitatea anemiei, producția de EPO și alți factori Valoarea acestui indice mai mică de indică o activitate proliferativă scăzută a eritrocariocitelor Parametrii trombocitelor PLT (trombocite) - număr de trombocite (x /l) Pentru majoritatea analizoarelor hematologice moderne, coeficientul de variație al acestui indicator nu depășește - % Spre deosebire de numărarea manuală a trombocitelor, în care celulele roșii din sânge sunt mai întâi lizate, contoarele automate de sânge analizează trombocitele și globulele roșii fără tratament prealabil Acest lucru creează o problemă de diferențiere a formelor mari de trombocite (macrotrombocite) și eritrocite (microcite) comparabile ca volum cu acestea, cu fragmentele lor (schizocite), precum și cu fragmente din citoplasma leucocitelor (resturi celulare) HEMATOLOGIE DE LABORATOR Posibile greșeli în numărarea trombocitelor Fals mare: • microcitoză; • crioglobulinemie; • probe de sânge hemolizat; • fragmente de eritrocite şi leucocite Falsă subestimare; • agregarea sau aglutinarea trombocitelor; • satelitism trombocitar (adeziunea trombocitelor la leucocite); • trombocite gigantice; • aglutinarea eritrocitelor; • formarea de trombi; • luarea de sânge cu heparină*; • hipertrombocitoză (mai mult de x d/l) La unii pacienţi poate să apară o uşoară agregare plachetară spontană sau, mai rar, aşa-numita pseudotrombocitopenie dependentă de EDTA (de natură imună), iar aceste fenomene progresează pe măsură ce timpul scurs după prelevarea de sânge creşte La astfel de pacienți, un număr precis de celule poate fi obținut prin extragerea de sânge cu citrat de sodiu ca anticoagulant MPV (Mean Platelet Volume) - volumul mediu al trombocitelor, exprimat în femtolitri (fl) sau microni În mod normal, acest indicator variază de la , la , fl și tinde să crească odată cu vârsta: de la , - , fl la copiii de - ani până la , - , fl la persoanele peste de ani Trombocitele "tinere" au un volum mai mare, prin urmare, odată cu accelerarea trombocitopoiezei, volumul mediu al trombocitelor crește În primele două ore după administrarea de sânge cu EDTA, trombocitele se umflă cu o modificare a volumului lor și, în consecință, cu o creștere a MPV O creștere a MPV se observă în purpura trombocitopenică idiopatică, hipertiroidie, ateroscleroză, diabet zaharat, la fumători și cei care suferă de alcoolism Macrotrombocitemia tranzitorie a fost descrisă la lucrătorii expuși la fumul de asfalt și care lucrează cu combustibil pentru rachete Trombocitele mari cu morfologie anormală apar în bolile mieloproliferative O scădere a acestui indicator a fost observată după splenectomie și în sindromul Wiskott-Aldrich PDW (Platelet Distribuhon Width) - lățimea distribuției trombocitelor în funcție de volum, măsurată ca procent Acest parametru este determinat pe baza histogramei distribuției trombocitelor PDW reflectă cantitativ eterogenitatea populației de astfel de celule în dimensiune (gradul de anizocitoză trombocitară) În mod normal, această cifră este de - % PDW este alterată în bolile mieloproliferative O creștere a indicelui poate fi un semn al prezenței agregatelor plachetare, microeritrocitelor fragmente de eritrocite PCT (Platelet Crit) - trombocritul, măsurat ca procent, este un parametru care reflectă proporția din volumul total de sânge ocupată de trombocite Trombocritul normal este de , - , %, Histograma trombocitară În mod normal, curba trombocitelor este caracterizată prin unimodalitate și asimetrie Histograma ar trebui să înceapă de la linia de bază în intervalul de valori mai mici de fl și să se termine în zona de - fl Numărul de trombocite cu un volum mai mare de fl este mic Prezența în probă a trombocitelor patologice (macro- sau microcite), schizocite microeritrocite, fragmente de leucocite modificări laborator hematologie forma unei histograme plachetare, care necesită o anumită ajustare a rezultatelor obținute Dacă histograma trombocitară are mai multe vârfuri, anizocitoza trombocitară, recuperarea legăturii trombocitelor după chimioterapie, agregarea trombocitelor (se observă adesea o curbă în zig-zag) pot fi motive posibile pentru aceasta Anizocitoza trombocitară nu afectează rezultatele numărării acestora Mai multe vârfuri în histograma trombocitară pot fi observate cu agregarea trombocitară și pot fi fals scăzute Pentru a exclude un rezultat eronat, se recomandă repetarea studiului cu citrat de sodiu, care previne agregarea trombocitelor în caz de incompatibilitate a probei cu EDTA, Parametrii leucocitari WBC (celule albe din sânge) - numărul de leucocite din sânge (хІО'/l) Măsurarea numărului de leucocite se efectuează după liza completă a eritrocitelor cu un reactiv special Toate particulele mai mari de fl sunt numărate ca leucocite Trombocitele sub pragul de fl sunt excluse din numărare Coeficientul de variație pentru determinarea automată a acestui indicator este de - %, în timp ce pentru calculul manual este de , - %, în funcție de numărul de leucocite În prezența eritrocitelor rezistente la liză, aceste celule sunt definite ca leucocite și provoacă o creștere a numărului lor Trebuie acordată atenție modificării formei histogramei RBC Posibile greșeli în numărarea WBC Fals mare: • normoblaste în sângele periferic; • crioglobulinemie, agregate plachetare; • eritrocite rezistente la liză; • malarie (eritrocitele cu gametocite sunt recunoscute ca leucocite) Falsă afirmație: • stocarea sângelui mai mult de de ore, amestecarea sa grosieră Numărul de leucocite În analizoarele hematologice, se determină de la la indicatori ai formulei leucocitelor, ținând cont de numărul relativ și absolut de celule În majoritatea analizoarelor hematologice (" Diff"), toate leucocitele sunt împărțite în trei populații și se determină conținutul relativ și absolut de limfocite, neutrofile și așa-numitele celule mijlocii (monocite, bazofile și eozinofile) Pentru monitorizarea dinamică a stării sângelui pacienților sunt recomandate analizoare cu număr diferențiat incomplet de leucocite Analizele hematologice ale muntelui " Diff" sunt capabile să efectueze o numărare diferențiată de leucocite în cinci populații principale folosind diferite principii de diferențiere celulară: neutrofile, eozinofile, bazofile, monocite și limfocite Unii analizori de înaltă tehnologie sunt capabili să evalueze prezența granulocitelor imature, să analizeze reticulocitele și subpopulațiile acestora, să evalueze celulele stem hematopoietice și subpopulațiile de limfocite Utilizarea unor astfel de dispozitive face posibilă creșterea acurateței numărului diferențial de leucocite, screening-ul normei și patologiei, controlul dinamic al formulei leucocitelor și reducerea drastică a numărului manual al formulei leucocitelor, lăsând aproximativ - % de probe de sânge pentru microscopie ușoară, care este asociat cu incapacitatea analizoarelor hematologice de a identifica granulocite imature și celule blastice HEMATOLOGIE DE LABORATOR Q Studiul punctului măduvei osoase Studiul elementelor măduvei osoase (mielograma) reflectă celularitatea măduvei osoase, procesele de proliferare și diferențiere a germenilor hematopoietici individuali, compoziția celulară și starea sa funcțională Studiul punctatului măduvei osoase este necesar în diagnosticarea diferitelor hemoblastoze, anemie, boli de depozitare lizozomală, metastaze canceroase și alte boli Pentru a studia măduva osoasă, se efectuează o puncție a sternului sau ilionului Pentru studiile citologice și imunofenotipice este suficient ml punctat La aspirarea unui volum mai mare, măduva osoasă este diluată cu sânge periferic, ceea ce reduce valoarea diagnostică a acestui studiu Pregătirea punctului măduvei osoase pentru examinare Pregătirea preparatelor de măduvă osoasă poate fi efectuată în secții sau în laboratorul de hematologie în două moduri Prima cale Pentru a calcula celularitatea măduvei osoase, μl de punctat sunt plasați într-o cuvă sau eprubetă de unică folosință cu o soluție de hemoliză ( , ml de soluție de acid acetic , %) Amestecul rezultat este bine amestecat Tuburile sunt etichetate Din cealaltă parte a punctului obținut se prepară rapid frotiurile, eliberate în prealabil de sângele concomitent Pentru a face acest lucru, paharul cu suspensia de celule de măduvă osoasă este înclinat, sângele se scurge Tehnologia de preparare a frotiurilor din punctat de măduvă osoasă este similară cu prepararea frotiurilor din sângele periferic Pentru a evalua corect tabloul citologic al hematopoiezei măduvei osoase, trebuie preparate cel puțin preparate din punctate măduvei osoase Imediat după administrare, frotiurile și eprubetele uscate (cu un punct de măduvă osoasă diluată) sunt trimise la laboratorul de hematologie împreună cu un formular de trimitere, care trebuie să conțină datele subiectului: numele complet, vârsta, istoricul cazului sau numărul cardului ambulatoriu , secție, diagnostic, terapie efectuată A doua cale Medicul care efectuează puncția pune întregul punctat (nu mai mult de ml) într-o eprubetă care conține - , mg de K EDTA, amestecă totul bine, etichetează și trimite imediat materialul la laborator împreună cu formularul de trimitere Lucrările ulterioare privind prepararea preparatelor din punctat de măduvă osoasă se efectuează în laborator imediat după primirea materialului Din cele frotiuri obținute sau preparate direct în laborator, sunt prelevate pentru examen citologic, restul de frotiuri sunt destinate examinării citochimice a celulelor măduvei osoase Tehnologia de fixare și colorare a frotiurilor de măduvă osoasă punctată este similară cu cea de colorare a frotiurilor de sânge periferic, se realizează conform lui Noht și Pappenheim Examinarea microscopică a măduvei osoase Caracterizarea hematopoiezei măduvei osoase include calcularea celularității măduvei osoase, compoziția procentuală a mielocariocitelor, indici mielogramei, descrierea mielogramei și caracteristicile morfologice ale elementelor celulare ale hematopoiezei Mielograma este procentul de celule hematopoietice din măduva osoasă (mielocariocite) În mielogramă, se notează prezența caracteristicilor calitative și cantitative ale mugurilor hematopoietici individuali și sunt descrise caracteristicile morfologice ale celulelor modificate patologic (dimensiunea celulelor, forma celulelor și nucleelor, raportul dintre nucleu și citoplasmă, natura cromatinei, culoarea și granularitatea citoplasmei etc ) LABORATOR HEMATOLOGIE Pe baza rezultatelor calculării compoziției celulare și a raportului dintre celulele măduvei osoase și caracteristicile morfologice ale acestora, se formulează o concluzie descriptivă, conjecturală sau finală (aceasta din urmă este posibilă dacă în puncție se găsește o imagine caracteristică, precum și dacă sunt disponibile informațiile clinice necesare despre pacient) Concluzia este înregistrată pe suport hârtie și electronic, care sunt stocate în laborator timp de de ani Formularele cu rezultatele unui examen citologic sunt lipite în istoricul medical, folosind tehnologia computerizată, concluziile sunt introduse în istoricul medical electronic Frotiurile de măduvă osoasă colorate sunt arhivate și păstrate timp de de ani Medicamentele se eliberează din arhivă numai la cererea scrisă a medicului curant sau a altui angajat responsabil al instituției medicale Informații suplimentare pentru evaluarea hematopoiezei măduvei osoase se obțin prin calcularea indicilor raportului leucoeritroblastic (L/E), maturării neutrofilelor (NMI), maturării eritrocariocitelor (ISE), eritronormoblastogramei parțiale Raportul leucoeritroblastic Indicele L/E determină raportul dintre celulele germinale albe (granulocitare, monocitare și limfoide) și celulele nucleate ale seriei eritroide În mod normal, raportul este de , - , O creștere a indicelui cu o celularitate normală sau crescută a măduvei osoase este considerată ca o hiperplazie a celulelor germinale albe (leucopoieza), cu un indice redus - ca o îngustare a germenului eritroid sau un semn al unui amestec semnificativ de sânge O scădere a indicelui cu o celularitate mare a măduvei osoase este un semn de hiperplazie a globulelor roșii; cu celularitate redusă a măduvei osoase - semn de inhibare a proliferării celulelor germinale albe Modificările indicelui L/E în diferite boli sunt prezentate în tabel - Tabelul - Modificări ale indicelui leucoeritroblastic Modificări ale indicelui L/E celularitatea măduvei osoase Natura modificărilor hematopoiezei Boli Creștere Normală sau ridicată Hiperplazia celulelor albe Sepsis, leucemie mieloidă cronică, leucemie limfocitară cronică Reducerea eritrocitară scăzută Anemia aplastică, aplazia parțială a celulelor roșii Scăzut Normal sau ridicat Hiperplazie linie roșie Anemie hemolitică, anemie cu deficit de fier, anemie megaloblastică Scăzut Reducerea germenilor albi Agranulocitoză Amestec de sânge Diluarea măduvei osoase cu sânge periferic Indicele de maturare a neutrofilelor Indicele reflectă raportul dintre neutrofilele imature și mature ale măduvei osoase, în mod normal , - , Se calculează după formula: ISN \u d (ProMts + Mts + MetaMts) / (p / i + s / i), unde ProMc - promielocite; Mts - mielocite; MetaMts - metamielocite: p/I - neutrofile înjunghiate; s/i - neutrofile segmentate Cu o celularitate normală sau mare a măduvei osoase, o creștere a ISN indică o întârziere a maturării neutrofilelor, cu una redusă, o eliminare crescută a neutrofilelor mature din măduva osoasă O scădere a ISN cu o celularitate crescută a măduvei osoase indică o întârziere în eliberarea neutrofilelor mature: în măduva osoasă săracă, este diluată de sângele periferic HEMATOLOGIE DE LABORATOR Pentru diluarea măduvei osoase cu sânge periferic, următoarele caracteristici sunt caracteristice în total: • celularitate scăzută a măduvei osoase: • o creștere bruscă a raportului leucoeritroblastic; • scăderea indicelui de maturare a neutrofilelor; • absenţa megacariocitelor (cu un număr normal de trombocite în sângele periferic); • proximitatea procentului de neutrofile și limfocite segmentate de numărul acestora din sângele pacientului Cu un grad ridicat de diluare a punctiformei cu sângele periferic, este imposibil să se evalueze în mod adecvat hematopoieza măduvei osoase a pacientului Indicele de maturare a eritrocitelor ISE arată raportul dintre eritrocite hemoglobinizate și toate celulele seriei eritroide Se calculează după formula: ISE = (normoblaste policromatofile + normoblaste oxifile) / numărul total de eritrocariocite Valorile normale sunt , - , O scădere a ISE reflectă o întârziere a hemoglobinizării (anemii hipocrome, hemolitice și megaloblastice) O creștere a ISE indică o accelerare a hemoglobinizării ISE nu reflectă întotdeauna pe deplin schimbările care au loc în germenul roșu De aceea, odată cu proliferarea crescută a elementelor eritroide, este necesar să se evalueze o eritronormoblastogramă parțială, care dezvăluie raportul dintre formele bazofile (eritroblaste + eritroblaste bazofile), policromatofile și oxifile ale eritrocariocitelor Raportul normal este "forme bazofile; normoblaste policromatofile: normoblaste oxifile" este egal cu :( - ):( , - ) O scădere a conținutului relativ al formelor policromatofile și oxifile este considerată o întârziere a hemoglobinizării în stadiul eritroblastelor bazofile O scădere a conținutului relativ de oxifile la rate normale sau mari de forme policromatofile indică o întârziere a hemoglobinizării în stadiul normoblastelor policromatofile O creștere a conținutului relativ al formelor oxifile și policromatofile indică o hemoglobinizare accelerată După o numărare diferențiată? evaluează caracteristicile morfologice ale celulelor, cinetica maturizării și întocmește o concluzie asupra mielogramei în ansamblu cu o comparație obligatorie cu indicatorii hemogramei Rezultatele studiului punctului măduvei osoase Rezultatele numărării numărului de mielocariocite, megacariocite și mielograme sunt comparate cu valorile de referință ale compoziției celulelor punctate de măduvă osoasă obținute în timpul examinării pacienților adulți și copiilor sănătoși (Tabelul - ) Semnificația clinică și diagnostică a mielogramei O evaluare corectă a stării hematopoiezei măduvei osoase este posibilă numai prin compararea datelor mielogramei și hemogramei, deoarece adesea proliferarea activă a celulelor hematopoietice în măduva osoasă poate fi însoțită de citopenie din cauza distrugerii celulelor crescute sau a întârzierii maturării și eliminării lor din măduvă osoasă Indicele leucoeritroblastic reflectă activitatea leuco- și eritropoiezei HEMATOLOGIE DE LABORATOR Tabelul - Limitele valorilor de referință ale celulelor din aspiratul de măduvă osoasă (X - medie, S - abatere standard) Index Adulti, X± S Nou-nascuti, X± S Copii ani, X± S Copii - ani, X± S Mielocariocigi, XYVn , - , , - , , - , , - , Megacariocite, x e l - , - , , - , , - , Explozie,% , - , , - , , - , - , Myepobpasta % , - , , - , , - , , - , Promielocite neutrofile, % , - , , - , , - , , - , Mielocite neutrofile, % , - , , - , , - , , - , Metamielocite neutrofile, % - , - , , - , , - , Neutrofile alohnonucleare, % , - , , - , , - , , - , Neutrofile segmentate, % , - , , - , , - , , - , Toate elementele neutrofile, % , - , - - , - , Eozinofile din toate generațiile, % , - , , - , , - , , - , Bazofile, % - , - , - , , - , Limfocite, % , - , , - , , - , , - , Monocite, % , - , - , - , , - , Celule plasmatice, % , - , , - , - , - , Eritroblaste,% , - , , - , , - , , - , Pronormoblastele % , - , - - - Normoblastele sunt bazofile, % , - , , - , , - , , - , Normoblastele sunt policromatofile, % , - , , - , , - , , - , Normoblastele sunt oxifile, % , - , , - , , - , , - , Toate eritrocariocitele, % , - , - - , - , Celule reticulare, % , - , , - , , - , , - , Modificările hematopoiezei pot fi de natură tumorală și reactivă (funcțională) Tumorile organelor hematopoietice sunt însoțite de proliferarea celulelor leucemice în măduva osoasă cu o reducere simultană a altor linii hematopoietice În leucemia acută, mielograma arată o trecere la celulele blastice, al căror procent determină prezența leucemiei acute (mai mult de %) sau a uneia dintre variantele sindromului mielodisplazic (mai puțin de %) În procesul de tratament, analiza mielogramei este un studiu necesar, care face posibilă evaluarea realizării remisiunii complete (mai puțin de % din celulele blastice) sau dezvoltarea recurenței măduvei osoase (mai mult de % din blaturi) Caracteristicile morfologiei celulelor blastice permit în unele cazuri sugerarea unei variante de leucemie acută (leucemie acută mieloidă, pro-mielocitară acută, leucemie acută plasmablastică) Sunt necesare studii citochimice, imunologice și citogenetice suplimentare pentru a confirma varianta leucemiei acute Hiperplazia celulelor liniei granulocitelor cu un raport leucoeritroblastic ridicat poate fi neoplazică (boli mieloproliferative) sau reactivă (boli inflamatorii și infecțioase) În bolile tumorale ale sistemului sanguin, celulele germenului granulocitar pot avea caracteristici morfologice: pelgerizarea sau hipersegmentarea nucleelor, anularitatea nucleilor, scăderea sau absența granulelor, hipergranularitatea și bazofilia citoplasmei Compararea simultană a datelor mielogramei și hemogramei face posibilă aprecierea naturii procesului patologic Activ HEMATOLOGIE DE LABORATOR Q germenul granulocitar și leucopenia în măduva osoasă indică eliminarea rapidă a granulocitelor din patul vascular în țesut, care poate apărea cu abcese, boli inflamatorii severe O filiație granulocitară extinsă pe fondul leucocitozei cu neutrofilie sau o deplasare la stânga către metamielocite sau mielocite este dovada unei rezerve granulocitare conservate a măduvei osoase, datorită căreia apar modificări ale hemogramei În același timp, o astfel de imagine a sângelui poate fi observată și în bolile mieloproliferative (leucemie mieloidă cronică, mieloză subleucemică), pentru confirmarea cărora sunt necesare studii citochimice (studiul activității fosfatazei alcaline, mieloperoxidazei) Este posibil să se reducă elementele celulelor granulocitare din măduva osoasă cu o întârziere a maturării lor în stadiul de promielocit, mielocit sau metamielocit în agranulocitoză O creștere a celulelor unui germen limfocitar poate fi observată în bolile limfoproliferative, procesele virale și autoimune Caracteristicile morfologice ale celulelor în bolile limfoproliferative: anizocitoza celulelor și a nucleelor lor, nuclee divizate, conturul neregulat al membranei nucleare, raport nuclear-citoplasmatic ridicat, tortuozitate, nuclee asemănătoare creierului Hiperplazia celulelor eritroide cu un raport leucoeritroblastic redus poate fi parțială sau totală și este însoțită de diferite modificări ale hemogramei Tipul megaloblastic de hematopoieza este caracteristic anemiei cu deficit de B și folat, dar poate fi în perioada unei crize de anemie hemolitică și, în combinație cu creșterea numărului de limfocite, celule plasmatice și megacariocitoză, este posibilă cu ciroza hepatică Încetinirea sintezei ADN duce la oprirea mitozelor în fazele anterioare ale ciclului celular, întreruperea sincronizării maturării nucleului și citoplasmei celulei și formarea hemoglobinei Ca urmare, eritrocariocitele dobândesc trăsături morfologice caracteristice Cu hematopoieza megaloblastică în măduva osoasă, se observă o hematopoieza mare ineficientă Masa principală de megaloblaste este distrusă în măduva osoasă, doar o mică parte din ele se maturizează în megalocite care intră în sânge Gradul de eritropoieză ineficientă a măduvei osoase poate fi evaluat prin examen citochimic prin acumularea unei substanțe PAS pozitive în eritrocariocite sau creșterea numărului de sideroblaste O creștere bruscă a numărului de eritrocariocite poate apărea în cazul anemiei hemolitice, în special în timpul unei crize, anemie feriprivă, eritromieloză acută și unele variante ale sindromului mielodisplazic (MDS) Caracteristicile morfologice ale eritrocariocitelor (eritroblaste multinucleare, cariorexie, maturare asincronă a nucleului și citoplasmei, punți internucleare, malformații ale nucleelor etc ) fac posibilă aprecierea severității diseritropoiezei, care este importantă în diagnosticul diferențial al SMD Detectarea macrofagelor cu granule de hemosiderin face posibilă evaluarea rezervelor de fier din măduva osoasă Studiul sideroblastelor din măduva osoasă oferă informații utile pentru evaluarea adecvării acumulării de fier în organism Depleția de fier apare în anemia cu deficit de fier și este însoțită de o scădere a numărului de sideroblaste Acumularea în exces are loc în hemocromatoza idiopatică și dobândită, anemie hemolitică cronică, talasemie și SMD, ceea ce duce la creșterea numărului de sideroblaste În diagnosticul SMD, semnul distinctiv al anemiei refractare cu sideroblaste inelare este prezența a peste % sideroblaste inelare în măduva osoasă O scădere a numărului de eritrocariocite are loc în leucemia acută și cronică, stadiul hipoproliferativ al anemiei cu deficit de fier, aplastic LABORATOR HEMATOLOGIE anemie aplastică chesky și parțială a celulelor roșii Hiperplazia megacariocitelor este posibilă în procesele mieloproliferative, inclusiv trombocitemia idiopatică, SMD sau transformarea acesteia în leucemie acută, metastaze ale neoplasmelor maligne în măduva osoasă, trombocitopenie idiopatică sau imună și autoimună Caracteristica morfologică a megacariocitelor este apariția unor forme cu unul sau două nuclee, microforme sau megacariocite cu un număr mare de nuclei mici Faptul prezenței sau absenței detașării trombocitelor este important O scădere a numărului de elemente megacariocitare însoțește adesea procesele aplastice, imune și autoimune, boala de radiații, leucemie acută, mielom, anemie cu deficit de B și poate fi observată și cu metastaze canceroase la măduva osoasă cu osteoscleroză a țesutului osos Modificarea trombocitopoiezei se manifestă prin trombocitopenie, trombocitopatie și trombocitoză O imagine a măduvei osoase hipo- sau aplastice cu un indice leucoeritroblastic scăzut poate fi observată atunci când este expus la medicamente, substanțe chimice, radiații ionizante, terapie citostatică, boli endocrine (acromegalie, disfuncție tiroidiană), beriberi sever, epuizare generală În bolile de depozitare lizozomale (Goshe, Niemann-Pick etc ), se găsesc macrofage cu trăsături morfologice caracteristice, care sunt clar vizibile la examinarea preparatelor de măduvă osoasă la mărire mică În bolile însoțite de osteodistrucție, în măduva osoasă sunt detectate osteoclaste și osteoblaste, iar în neoplasmele maligne, metastaze canceroase în măduva osoasă Metastazele canceroase la nivelul măduvei osoase sunt rezultatul diseminării hematogene a tumorilor solide Leziunile metastatice ale măduvei osoase se caracterizează prin apariția unor complexe celulare cu semne de atipie (polimorfism în dimensiunea și forma celulelor, nucleele acestora, raport nuclear-citoplasmatic ridicat, celule multinucleate etc ) De regulă, nu este posibil să se determine localizarea primară a tumorii prin metastaze în măduva osoasă Adesea este posibil să se caracterizeze apartenența histologică a celulelor tumorale (adenocarcinom, carcinom spinocelular, cancer nediferențiat) În cazurile în care celulele tumorale nu formează complexe clare și au un grad scăzut de diferențiere, se emite o concluzie privind detectarea "celulelor unui neoplasm malign" fără a stabili apartenența lor histologică Studii citochimice ale celulelor hematopoietice Studiile citochimice permit studierea activității enzimatice, a conținutului diferitelor substanțe din celulele sângelui, măduvei osoase, ganglionilor limfatici și a altor țesuturi Metodele moderne de cercetare citochimică utilizate în hematologie în combinație cu evaluarea morfologică a elementelor celulare sunt utilizate pentru a studia direcția de diferențiere a celulelor hematopoietice Identificarea lor se bazează pe caracteristicile metabolice specifice fiecărui tip de celulă Metodele de cercetare citochimică au o serie de avantaje: sunt ușor de realizat, reproductibile, nu necesită echipamente complexe și costisitoare și sunt informative Reacțiile citochimice sunt efectuate în frotiuri de sânge periferic, punctate măduvei osoase, leucoconcentrat de sânge venos, lichid cefalorahidian, aspirate de ganglioni limfatici, spline, infiltrate leucemice de diferite localizări HEMATOLOGIE DE LABORATOR Q În studiile citochimice, trebuie avut în vedere faptul că calitatea preparatelor și tehnica bună de pregătire a frotiurilor sunt critice Prepararea frotiurilor Frotiurile de sânge și măduvă osoasă se fac cel mai bine direct din material obținut fără adăugarea de anticoagulante Dacă acest lucru nu este posibil, frotiurile sunt preparate din suspensie celulară stabilizată cu anticoagulant sau leucoconcentrat obținut prin centrifugare blândă Cu leucopenie severă, este recomandabil să se efectueze studii citochimice în preparate obținute din leucoconcentrat de sânge venos După preparare, frotiurile trebuie uscate rapid la aer până când luciul umed dispare, ceea ce va evita șifonarea și spălarea lor de pe sticlă în timpul fixării Frotiurile preparate de sânge periferic și măduvă osoasă sunt recomandate să fie păstrate cel mult o zi, deoarece activitatea majorității enzimelor intracelulare scade Preparatele se fixează imediat după uscare la aer Evaluarea rezultatelor reacțiilor citochimice În majoritatea cazurilor, este suficient să se determine natura reacției citochimice (slabă, moderată, intensă) indicând procentul de celule care reacţionează pozitiv La evaluarea reacției PAS, natura distribuției materialului pozitiv (difuz, difuz-granular, granular) are o valoare diagnostică mai mare decât măsurarea cantității totale a acestuia (de exemplu, în leucemia acută) În unele cazuri, se utilizează o metodă semi-cantitativă cu calculul unităților arbitrare sau calculul coeficientului citochimic mediu (MCC) Principiul său constă în evaluarea intensității colorării și a numărului de granule pozitive în analiza a de celule: - absența colorării citoplasmei este privită ca o reacție negativă ( ); + - colorare slab difuză sau granule simple în citoplasmă: ++ - colorare difuză a citoplasmei, o cantitate moderată de granule: +++ - colorare intensă a citoplasmei, numeroase granule umplând întreaga celulă După evaluarea intensității culorii, se numără numărul de unități convenționale sau SCC Calculul unităților convenționale (ye) conform metodei Kaplow: tu ~ x C + x B + A Calculul coeficientului citochimic mediu: SCS - ( X C + x B + A) / , unde A este numărul de celule cu o reacție slab pozitivă; B - numărul de celule cu o reacție moderat pozitivă; C este numărul de celule cu o reacție pronunțată În același timp, indicatorul activității de reacție în unități arbitrare poate varia de la la , iar SCC - de la la Mieloperoxidaza Mieloperoxidaza (MPO) este localizată predominant în granule azurofile specifice în citoplasma granulocitelor și servește ca marker al celulelor mieloide În celule, MPO este implicat în distrugerea peroxidului de hidrogen toxic În reacțiile citochimice, activitatea enzimei este determinată de oxidarea cromogenilor (benzidină, o-dianisidină etc ) MPO este detectat în celulele din seria granulocitară, începând cu mieloblastul Activitatea enzimatică crește pe măsură ce celulele se maturizează în neutrofilele segmentate ale sănătoase LABORATOR HEMATOLOGIE oamenii dezvăluie o activitate ridicată a MPO conținută în celule sub formă de granule care umplu citoplasma Cea mai mare activitate enzimatică este observată la eozinofilele mature În promielocite și mielocite bazofile, activitatea MPO este de obicei mare, dar pe măsură ce se diferențiază în celule mature, activitatea enzimei scade Bazofilele mature pot fi aproape negative pentru această trăsătură Reacție slab pozitivă la MPO într-un procent diferit de monocite sub formă de câteva granule împrăștiate Activitatea MPO nu a fost detectată în eritrocariocite, limfocite, bazofile și megacariocite În sângele oamenilor sănătoși, - % dintre neutrofile sunt puternic pozitive, - % sunt pozitive, iar restul sunt slab pozitive MCC al neutrofilelor persoanelor sănătoase - , ± , Reacția este utilizată în principal pentru diagnosticul leucemiei acute În leucemia mieloblastică acută, activitatea enzimei în celulele tumorale variază de la moderată la severă, în funcție de gradul de diferențiere a blastului Deci, în leucemia mieloblastică acută cu un grad scăzut de diferențiere (M: conform clasificării FAB), numărul de blaturi MPO-pozitive este mic (nu depășește %), iar activitatea enzimei în acestea este scăzută În același timp, în leucemia acută promielocitară (M conform clasificării FAB), MPO este detectată în aproape % din celulele blastice și activitatea sa este echivalentă cu cea a neutrofilelor mature În leucemiile acute monoblastice, reacția la MPO în celulele tumorale este slabă, în leucemiile limfoblastice acute este negativă Lipsa unor metode cantitative precise de evaluare a reacțiilor citochimice nu permite utilizarea acestora pentru verificarea gradului de diferențiere a celulelor blastice și, prin urmare, pentru un diagnostic diferențial mai subtil al leucemiei acute Astfel, una sau alta reacție citochimică determină direcția liniară, și nu gradul de diferențiere a celulelor blastice Lipidele În celulele hematopoietice, lipidele sunt împrăștiate sub formă de formațiuni fin dispersate, care nu se pot distinge într-un microscop cu lumină, fără colorare specială Rezultate stabile și bine reproductibile pentru studiul celulelor hematopoietice sunt obținute prin metoda cu Sudan black B Lipidele se găsesc în aproape toate leucocitele, cu excepția limfocitelor Cu toate acestea, cea mai mare parte a lipidelor este asociată cu celule din seria granulocitară Ele fac parte din granularitatea specifică a granulocitelor neutrofile, eozinofilelor și se acumulează pe măsură ce celulele se maturizează În mieloblaste, există de obicei o cantitate mică de granule localizate în zona perinucleară, în promielocite devin ceva mai mari, în mielocite și metamielocite, conținutul de granule sudanofile este ridicat La neutrofilele mature, lipidele umplu întreaga citoplasmă În toate etapele de maturare a eozinofilelor, lipidele se găsesc de-a lungul periferiei granulelor specifice cu o zonă centrală necolorată sau ușor colorată Majoritatea bazofilelor imature dau o reacție pozitivă, pe măsură ce celulele se maturizează, conținutul de lipide din ele scade Reacția la bazofilele mature este variabilă - de la ușor pozitivă la negativă Valori normale: majoritatea neutrofilelor ( - %) la persoanele sănătoase se colorează intens, - % sunt moderat intense, iar % sunt slab colorate Reacția PAS Mecanismul reacției PAS se bazează pe oxidarea grupărilor glicol sau a derivaților lor amino sau alchilamino la aldehide cu acid iod Aldehidă Grupele de HEMATOLOGIE DE LABORATOR , atunci când interacționează cu reactivul lui Schiff, formează un produs roșu Mucopolizaharidele (glicozaminoglicanii) sunt determinate în toate celulele identificabile morfologic din seria granulocitară Concentrația de material PAS-pozitiv în celulele granulocitopoietice crește pe măsură ce celulele se maturizează Colorarea difuză a citoplasmei este de obicei caracteristică celor mai tinere celule din seria granulocitară (mieloblaste, promielocite, mielocite) Neutrofilele mature conțin o mulțime de substanțe PAS pozitive sub formă de granule mici, împachetate atât de strâns încât fundalul citoplasmatic este puțin distins În eozinofilele și bazofilele mature, materialul PAS-pozitiv este localizat după cum urmează: granulele specifice rămân necolorate și ies în evidență puternic pe fundalul colorării difuze a citoplasmei În monocite, materialul PAS pozitiv este detectat mai des sub formă de granularitate fină asemănătoare prafului pe un fundal de colorare difuză ușor roz În limfocite, concentrația de mucopolizaharide este mai mică decât în granulocite În mod normal, - % din limfocitele din sângele periferic conțin material PAS pozitiv situat sub formă de granule în jurul nucleului; în - % din celule, granulele pot fi colorate intens și pot forma blocuri mari Valori normale: la - % dintre neutrofile, reacția PAS este detectată în formă difuză, MCC - , - , , de la la % din limfocite conțin substanță PAS-pozitivă în formă granulară, MCC - , - , Împreună cu reacția la mieloperoxidază și esterază nespecifică, reacția PAS este una dintre principalele metode citochimice pentru diagnosticul diferențial al leucemiei acute Când se diagnostichează leucemia mieloidă acută, celulele blastice pot fi fie PAS-negative, fie se detectează o colorare slab difuză a citoplasmei Colorarea difuză strălucitoare a citoplasmei se observă numai în leucemia promielocitară acută La monoblaste, reacția poate fi negativă, slab pozitivă într-o formă difuză sau difuz-granulară (când produsul de reacție este detectat sub formă de granule mici sau medii împrăștiate situate de-a lungul marginii citoplasmei, pe un fundal difuz) În același timp, în leucemia limfoblastică acută (ALL), blastele conțin glicogen în citoplasmă sub formă de granule medii și mari dispuse ca o corolă în jurul nucleului, uneori contopindu-se în blocuri Numărul de celule cu acest model de răspuns PAS variază foarte mult în diferite cazuri de ALL Esterazele nespecifice Esterazele nespecifice sunt un grup heterogen de enzime lizozomale care diferă prin specificitatea substratului și acțiunea activatorilor și inhibitorilor Pe baza acesteia, au fost dezvoltate diverse metode pentru detectarea esterazelor ca potențiali markeri ai principalelor populații de limfocite În hematologie, cel mai adesea se determină α-naftil acetat esterază, cloracetat esterază și α-naftil acetat esterază acidă a-Naftil acetat esteraza se găsește în toate celulele din seria mieloide, începând cu mieloblast Este activ în eozinofile, indiferent de granularitatea lor specifică, într-un număr mic de limfocite, eritrocariocite, megacariocite și trombocite Cea mai intensă reacție este dată de monocite și macrofage Activitatea esterazei nespecifice în celulele monocitare este ușor inhibată de fluorura de sodiu, dar nu este suprimată în granulocite Acest fenomen face posibilă distingerea celulelor sistemului fagocitelor mononucleare de celulele altor germeni hematopoietici care au activitate esterazică nespecifică Activitatea naftil-A -B-cloroacetat esterazei este exprimată în celule LABORATOR HEMATOLOGIE granulocitară și absentă în elementele celulare din seria monocitară și limfocitară α-naftil acetat esteraza acidă este detectată devreme în procesul de diferențiere a limfocitelor T, unde este localizată ca punct focal în citoplasmă Determinarea activității esterazelor nespecifice este utilizată pentru a identifica precursorii monocitici leucemici Aceste celule prezintă activitate esterază nespecifică ridicată cu substraturile butirat, acetat și AS-D-acetat, această activitate fiind în mare măsură inhibată de fluorura de sodiu Reacțiile la naftil-A -C-cloroacetat esterază sunt comparabile în ceea ce privește fiabilitatea detectării direcției granulocitare de diferențiere cu reacția peroxidazei Reacția la a-naftil acetat esterază este cea mai sigură pentru identificarea tipurilor monoblastice și monocitare de leucemie În leucemia mielomonoblastică acută, se recomandă utilizarea dublei colorări cu diferiți coloranți pentru prezența cloroacetat esterazei și a-naftil acetat esterazei Fosfataze Fosfatazele acide și alcaline sunt fragmente care au o proprietate comună - capacitatea de a elibera fosfat din alcool și fosfomonoesteri fenolici la un pH acid sau, respectiv, alcalin Detectarea citochimică a fosfatazelor într-un microscop cu lumină se bazează pe formarea unui precipitat colorat insolubil în locurile în care substratul este hidrolizat Cea mai comună metodă pentru determinarea activității fosfatazei este metoda de cuplare azo, care implică utilizarea de substraturi care conțin naftol fosfat sau un derivat de naftol Diferitele metode diferă în ceea ce privește detaliile de fixare, alegerea derivaților de naftol, dar toate dau în esență aceleași rezultate, cu variații minime în sensibilitate și distribuție granulară a petelor în celulele care răspund pozitiv Fosfataza alcalină Activitatea ALP este inerentă numai celulelor mature din seria granulocitară, în principal neutrofile Ocazional, colorarea de fond a citoplasmei apare în eozinofile, dar nu în granule specifice Bazofilele, limfocitele, monocitele, eritrocitele și trombocitele nu conțin fosfatază alcalină atât în condiții normale, cât și în cele patologice Indicatorii activității ALP variază foarte mult în diferite condiții Determinarea activității fosfatazei alcaline este utilizată pentru a diferenția leucemia mieloidă cronică de alte boli mieloproliferative și modificări reactive Activitatea ALP crește în policitemia vera, mielofibroza idiopatică, infecțiile bacteriene și scade brusc în leucemia mielogenă cronică (LMC) Niveluri scăzute de ALP se găsesc aproape întotdeauna în LMC cu Pb pozitiv, precum și în LMC juvenilă cu Ph negativ Doar anemia hemolitică și feriprivă sau unele boli virale arată un MCB relativ scăzut pentru ALP La pacienții cu LMC în timpul remisiunii, activitatea ALP poate fi normală sau chiar crescută Fosfataza acidă Fosfataza acidă (AP) este o enzimă lizozomală găsită în citoplasma majorității celulelor sanguine nucleate Cea mai mare activitate CP este în plasmocite, megacariocite, trombocite, monocite și macrofage și precursori granulocitari Pe măsură ce celulele seriei neutrofile și eozinofile se maturizează, activitatea enzimei scade CF este localizată în principal în granulele primare și absentă în cele secundare Neutrofilele mature și eozinofilele au fie activitate enzimatică scăzută, fie nu o au În limfocite, activitatea CP este foarte variabilă HEMATOLOGIE DE LABORATOR În leucemia limfoblastică acută cu celule T, plasmocitomul, leucemia cu celule păroase (HCL), apare o colorare pozitivă în celulele plasmatice, limfocitele T și în special în celulele blastice O scădere a activității CP în limfocite se observă în LLC și limfoamele maligne non-Hodgkin, o creștere a mononucleozei infecțioase Produsul de reacție este detectat ca o granularitate fină asemănătoare unui praf sau un punct focal în citoplasma limfocitelor Determinarea activității AP este importantă în diagnosticul leucemiei cu celule păroase, în care AP rezistent la tartrat (izoenzima ) este detectat în celule Colorare pentru sideroblaste Sideroblastele și siderocitele sunt normoblaste (eritroblaste) și eritrocite care conțin în citoplasmă fier non-hemoglobină sub formă de granule colorate în reacție cu albastru de Prusia Dacă granulele de fier liber sunt numeroase, grosiere și dispuse în jurul nucleului, formând un inel, astfel de celule se numesc sideroblaste inelare Conținutul de siderocite din sângele periferic nu depășește , % ( , - , %), în măduva osoasă - , - , % ( , Q- , %) Conținutul de sideroblaste în măduva osoasă este de , + , % Compușii de fier nu sunt de obicei detectați în leucocite, în timp ce detectarea lor în eritrocariocite este informativă pentru confirmarea eritropoiezei ineficiente și diagnosticarea unor variante de SMD În SMD, fierul care intră în eritroblaste nu este utilizat pentru sinteza hemoglobinei și se depune în eritrocariocite (sideroblaste), macrofage de măduvă osoasă sub formă de hemosiderin sau feritină Studiul sideroblastelor din măduva osoasă oferă informații utile pentru evaluarea adecvării acumulării de fier în organism Depleția de fier apare în anemia cu deficit de fier și este însoțită de o scădere a numărului de sideroblaste Acumularea excesivă se observă în hemocromatoza idiopatică și dobândită, anemie hemolitică cronică, talasemie și MDS, ceea ce duce la creșterea numărului de sideroblaste Când se diagnostichează o astfel de variantă de SMD ca anemie refractară cu sideroblaste inelare, semnul distinctiv este prezența a peste % sideroblaste inelare în măduva osoasă Semnificația reacțiilor citochimice în oncohematologie Principala aplicație a metodelor citochimice este în diagnosticul hemoblastozelor Panoul standard de metode citochimice (MPO, lipide, reacția PAS, α-naftil acetat esterază) este în cele mai multe cazuri suficient pentru a identifica afilierea liniară a celulelor tumorale Reacțiile citochimice sunt utilizate în următoarele scopuri: • stabilirea unei variante de leucemie acută şi criză blastică a LMC; • diagnosticul diferenţial al mielofibrozei idiopatice (mieloză subleucemică) şi LMC; • diagnosticul de leucemie cu celule păroase și limfom al splinei cu limfocite proces-ty; • identificarea caracteristicilor metabolismului celulelor leucemice Markerii citochimici ai blastelor granulocitare sunt MPO, lipide și AS-D-cloroacetat esteraza Conținutul acestor enzime în mieloblaste variază foarte mult În unele cazuri, unul sau doi dintre markerii enumerați (de obicei lipide) pot fi detectați De aceea, pentru a evita o concluzie eronată la obținerea unui rezultat dubios, este necesar să se efectueze două reacții Activitatea AS-D-cloroacetat esterazei este semnificativ mai mică decât activitatea MPO, astfel încât determinarea acestei enzime este mai mică LABORATOR HEMATOLOGIE valoare de diagnostic Activitatea MPO la copiii sub ani și la pacienții cu vârsta peste de ani este mai mică decât la persoanele de vârstă mijlocie Pentru determinarea monoblastelor este importantă măsurarea esterazei nespecifice inhibate de fluorură de sodiu Limfoblastele sunt caracterizate printr-o reacție negativă la MPO și o reacție PAS pozitivă sub formă granulară Citometrie în flux Citometria în flux cu laser este o tehnologie modernă pentru evaluarea rapidă a particulelor sau celulelor în funcție de anumiți parametri pe măsură ce se deplasează printr-un flux de fluid Citometria în flux se bazează pe măsurători fotometrice și fluorescențe ale celulelor individuale care traversează un fascicul laser de lumină monocromatică una după alta într-un flux lichid Citometria în flux joacă un rol cheie în oncohematologie Este utilizat pentru diagnosticul și monitorizarea populației tumorale în leucemia acută și bolile limfoproliferative ale HLPD), prognosticul, calculul numărului absolut de celule stem hematopoietice utilizate pentru autotransplantul ulterior și diagnosticul hemoglobinuriei paroxistice nocturne Principalele posibilități de diagnosticare ale imunofenotipării în oncohematologie sunt prezentate în tabel - Tabelul - Caracteristicile citometriei în flux Semnificație clinică potențial Diagnosticul LLA și LMA (Mo, M > M ); leucemii acute cu fenotip mixt Identificarea variantelor de leucemii acute cu prognostic prost Diagnosticul și diagnosticul diferențial al bolilor limfoproliferative cu celule B (LPD) Detectarea bolii reziduale minime în leucemiile acute și LPZ Diagnosticul LPZ cu celule T Calculul celulelor stem hematopoietice din sângele ombilical și periferic, măduva osoasă Evaluarea exprimării țintelor celulare pentru terapia țintită a CD , CD , CD , CD etc Introducerea pe scară largă a anticorpilor monoclonali în practica de laborator a făcut posibilă studierea în detaliu a compoziției antigenice a suprafeței limfocitelor umane normale și a celulelor mieloide în diferite stadii de diferențiere Pe baza conceptului de potrivire a fenotipului unei celule maligne cu fenotipul unui analog celular normal la fiecare nivel de diferențiere, a fost posibilă identificarea unui număr de variante imunologice (fenotipuri) care determină natura celulară a leucemiei, nivelul de bloc de diferențiere celulară în populația leucemică În majoritatea cazurilor de leucemie acută, blastele au un imunofenotip comparabil cu celulele hematopoietice normale cu stadii similare de diferențiere În LLA și AML, celulele blastice sunt considerate analogi maligni ai celulelor normale în stadiile incipiente ale limfopoiezei și mielopoiezei Astfel, în funcție de setul de antigene membranare și citoplasmatice, este posibil să se stabilească afilierea liniară, stadiul de diferențiere și starea funcțională a celulei Aloca: • antigene liniar nerestricționate (nerestricționate) - expresia lor nu este limitată la o singură linie celulară (CD , CD , HLA-DR, TdT): • antigene asociate liniei (specifice liniei) - exprimate în mod specific pe unele linii de mieloid (CD , CD , CD , CD , MPO, CD , CD , CD , CD , CD etc ) sau limfoid (CD , CD , clg) , slg, CD , CD etc ) diferențiere: HEMATOLOGIE DE LABORATOR • antigeni de diferențiere - reflectă etapele diferențierii celulare (IgM citoplasmatice, k-, Ă-lanțuri ușoare de Ig, CD , CD , CDla); • antigene de activare - reflectă activarea celulelor (CD , CD , HLA-DR etc ) Antigenele de diferențiere pot fi găsite pe celulele maligne în combinații care sunt foarte rare sau nu se găsesc în măduva osoasă normală La determinarea unor astfel de combinații, imunofenotiparea folosind analize fluorescente cu trei, patru sau șase culori poate ajuta Astfel, celulele leucemice pot fi distinse de omologii lor normali printr-o serie de criterii Principalele tipuri de fenotip aberant al celulelor leucemice includ: • co-exprimarea antigenelor mai multor linii, adică markeri limfoizi în LMA sau markeri mieloizi în LLA; • exprimarea asincronă a antigenului - expresia simultană a antigenelor "precoce" și "târzie", care se află în mod normal în diferite stadii de diferențiere celulară, precum CD și CD , CD și CD I ; • supraexpresia antigenului - densitatea de distribuție a antigenelor pe o celulă leucemică este mai mare decât pe o celulă normală de măduvă osoasă (de exemplu, supraexpresia CD în CAP ALL); • absenţa sau nivelul scăzut de exprimare a unui antigen caracteristic unui anumit stadiu de diferenţiere - pierderea unui număr de antigene de suprafaţă de către celulă de exemplu, pierderea CD este observată în % din cazurile de LMA; • profil fenotipic, practic nu se regaseste in norma Expresia aberantă a antigenelor reflectă modificările genetice care stau la baza degenerării tumorale a celulei, făcând posibilă detectarea celulelor atipice chiar și la niveluri relativ scăzute în probă Un imunofenotip similar al unei celule leucemice permite monitorizarea populației tumorale reziduale în timpul chimioterapiei În domeniul cercetării bolilor limfoproliferative (LPD), citometria în flux este utilizată pentru clasificarea bolilor cu celule T, B și NK, precum și pentru diagnosticul diferențial al acestora Citofluorometria în flux vă permite să studiați antigenele care au valoare prognostică, cum ar fi CD , ZAP- , CD în leucemia limfocitară cronică cu celule B și, astfel, să determinați prognosticul bolii Utilizarea pe scară largă în practica clinică a anticorpilor monoclonali (mabthera, campas etc ) a îmbunătățit semnificativ rezultatele tratamentului pacienților cu limfoame indolente Pentru aplicarea lor cu succes, este necesar să se studieze gradul de exprimare al antigenelor pe celulele țintă corespunzătoare (de exemplu, CD sau CD când se utilizează Mabthera și, respectiv, Campas) înainte de a începe terapia În dinamica tratamentului, folosind metoda citometriei în flux, este posibilă monitorizarea populației reziduale de celule tumorale Până în prezent, au fost dezvoltate protocoale standard pentru evaluarea bolii reziduale minime în leucemia limfocitară cronică, LLA la copii, care permit medicilor să decidă dacă să continue sau să oprească tratamentul adecvat Numărarea celulelor stem hematopoietice bazată pe identificarea antigenului CD este utilizată pe scară largă în hematologia clinică Numeroase studii au arătat că acestea asigură o recuperare treptată a măduvei osoase după chimioterapie intensivă Citometria în flux permite nu numai calcularea numărului absolut de celule stem hematopoietice, ci și, după mobilizarea acestora din măduva osoasă de către factorii de creștere, determinarea perioadei de colectare în sângele periferic Studiile clinice au arătat că recuperarea cu succes a măduvei osoase după chimioterapie necesită cel puțin x /kg de celule CD ' din sângele periferic LABORATOR HEMATOLOGIE Astfel, utilizarea pe scară largă a citometriei în flux în oncohematologie a condus la un diagnostic calitativ nou al leucemiei și limfoamelor, precum și la dezvoltarea de noi abordări pentru evaluarea eficacității tratamentului și monitorizarea bolii reziduale minime, ceea ce determină tacticile ulterioare de gestionare pacientii Analiza citogenetică Materialul pentru studiu este de obicei celule metafazate sau prometafaze acumulate in vitro Citogeneticienii, care studiază cariotipurile acestor celule, urmăresc să determine relația dintre modificările acestora cu manifestările fenotipice ale bolii și să stabilească contribuția rearanjamentelor cromozomiale la justificarea diagnosticului bolii și a prognozei evoluției acesteia Pentru orice cariotipizare a celulelor este necesar să se studieze un număr suficient de probe de control și truse de testare, atât normale, cât și cu aneuploidie, rearanjamente structurale, zone fragile, schimburi de cromatide surori etc Când se studiază aberațiile cromozomiale, este necesar să se selecteze corect celulele pentru cercetare Plăcile metafazate sunt considerate adecvate dacă îndeplinesc următoarele cerințe: • toți cromozomii trebuie să fie bine colorați și împrăștiați uniform: • nu trebuie să existe cromozomi aleatori în câmpul vizual; • nivelul de condensare a cromozomilor trebuie să se încadreze în următoarele limite: maxim - micile acrocentrici sunt vizibile sub formă de structuri clare, și nu sub formă de puncte (pentru a nu fi confundate cu fragmente de puncte): minim - cromozomii sunt împărțiți în două cromatide și se află separat una de cealaltă; • prezența în placa metafazică a cromozomilor care au intrat în anafază nu este permisă, deoarece este dificil să le distingem de fragmentele pereche; • nu este permisă analiza plăcilor metafazice cu un număr mare de suprapuneri cromozomiale; • pierderile obișnuite de cromozomi din cauza manipulărilor metodice reglementează analiza numai pe celule cu un număr de cromozomi de la la ; • la determinarea parametrilor cantitativi ai acțiunii unui factor mutagen, criteriul principal este numărul de cromozomi deteriorați: acest criteriu se exprimă de obicei în raport cu numărul de cromozomi nedeteriorați Prepararea cromozomilor metafazici Substratul cercetării a fost celulele proliferative ale măduvei osoase, ganglionilor limfatici, splinei, țesutului tumoral sau țesutului vilos corionic capabil de mitoză în preparate directe În hematologie, cariotiparea directă a măduvei osoase este metoda de elecție Pentru stabilirea modificărilor constituționale ale genomului se examinează seturi de cromozomi de celule sanguine periferice (limfocite) cultivate in vitro într-un mediu nutritiv cu mitogeni (fitohemaglutinină, concanavalina A, ionofor de calciu A etc ) În culturi, fibroblastele pielii, celulele lichidului amniotic, măduva osoasă sau țesutul limfoid sunt de asemenea examinate Metode de cercetare citogenetică moleculară Studiul citogenetic standard al cromozomilor metafază colorați diferențial are o serie de limitări obiective: eterogenitatea populației celulare în ceea ce privește activitatea mitotică, indicele de spiralizare și segregarea cromozomală slabă; inaccesibilitatea pentru analiza celulelor în interfaza În timpul precultivării, clonele celulare cu avantaje de creștere selectivă pot intra selectiv în mitoză, ceea ce denaturează și rezultatele În plus, reprezintă HEMATOLOGIE DE LABORATOR Activitatea citogeneticii clasice este scăzută datorită laboriosității metodelor sale: de obicei nu se examinează mai mult de - de plăci metafazice Etapa actuală în dezvoltarea citogeneticii se caracterizează prin dezvoltarea activă a metodologiei interfazelor, care completează semnificativ metodele de analiză cromozomială clasică Citogeneticienii folosesc din ce în ce mai mult metode moleculare de cariotipizare, care includ: • hibridizare in situ folosind sonde specifice la centromeri; • metoda de hibridizare fluorescentă in situ (FISH) folosind sonde ADN specifice; • o metodă de tratament hipotonic ușor, lăsând intactă membrana celulară și citoplasma celulei, și fixare cu acid sau formaldehidă înainte de imunochimie (MAS-morfologie, anticorpi, cromozomi): • FICTION (Imunofenotiparea Fhmrescenței și Citogenetica interfazelor ca instrument de investigare a neoplasmului), • metoda de cariotipizare spectrală multicoloră (SKY) Metoda MAC poate fi combinată cu hibridizarea in situ (MACISH), iar apoi celulele de interfază devin un material ușor de prelucrat, mai ales în bolile în care este dificil să se obțină plăci metafazate Metoda FISH face posibilă examinarea relativ rapidă a sutelor de nuclee interfazice sau plăci metafazate de calitate morfologică scăzută pentru a identifica rearanjamentele unei anumite gene Metoda FICTION și-a găsit aplicație în studiul aberațiilor cromozomiale în limfosarcoame Folosind metoda SKY, întregul set de cromozomi este analizat într-un singur experiment În hematologie, utilizarea metodei FISH este promițătoare mai ales în bolile limfoproliferative cu indice mitotic scăzut sau în variantele Ph-negative ale leucemiei mieloide cronice, când această metodă devine singura modalitate posibilă de detectare a genei himerice bcr/aB, precum și ca în diagnosticul diferenţial cu alte boli mieloproliferative sau în evaluarea eficacităţii terapie O caracterizare citogenetică detaliată pentru prezicerea cursului bolii este adesea imposibilă din cauza complexității și multiplicității rearanjamentelor cromozomiale Apoi, este util să folosiți cariotiparea spectrală multicoloră (SKY) cu sonde ADN pentru întregul set de cromozomi al celulei Utilizarea abordărilor moleculare în practica clinică a început în , când a fost propusă metoda FISH, care a fost dezvoltată pentru a identifica secvențe specifice de nucleotide ADN în celule fixate pe lame de sticlă (preparate citogenetice, citologice și histologice) Principiul metodei constă în posibilitatea hibridizării între ADN-ul celulei țintă și o sondă ADN marcată cu fluorocrom și având o secvență de nucleotide complementară regiunii studiate a macromoleculei Metoda include trei pași obligatorii: • denaturarea preliminară a unei celule ADN dublu catenar și a unei sonde ADN; • hibridizare în condiţii de conţinut excesiv al sondei; • detectarea unui semnal fluorescent Localizarea legării este determinată prin microscopie cu fluorescență Pentru a studia anomaliile cromozomiale, se folosesc de obicei trei tipuri de sonde ADN, al căror număr va crește datorită progresului rapid în studiul mecanismelor moleculare ale patogenezei tumorii Conceptul de cariotipizare spectrală multicoloră (SKY multicolor) a fost propus la sfârșitul anilor Pe baza acesteia, au fost dezvoltate metode de etichetare a cromozomilor cu o combinație de fluorocromi și înregistrarea fluorescenței prin digitizarea semnalului și analiza imaginii Metoda SKY vă permite să analizați simultan toți cei de cromozomi, colorați în specific pentru fiecare LABORATOR HEMATOLOGIE culoarea perechilor de autozomi În etapa finală a procesării imaginii, fiecărui cromozom i se atribuie un număr de clasificare Pentru a face acest lucru, parametrii spectrelor obținute sunt comparați automat cu baza de date a computerului, unde sunt stocate spectrele fiecărui cromozom Unitățile de imagine cu aceeași culoare au aceeași colorație Metoda face posibilă identificarea inserțiilor, a cromozomilor marker, a translocațiilor și a rearanjamentelor cromozomiale submicroscopice Cariotiparea modernă Metodele de analiză a cromozomilor sunt utilizate pentru a studia ciclul celular, a studia amplificarea genelor, a determina gruparea sindroamelor de afectare cromozomială, pentru a evalua regiunile cromozomiale fragile și polimorfismul cromozomilor atunci când se monitorizează transplanturile de organe sau țesuturi Cu ajutorul sondelor ADN și hibridizării in situ, se determină nu numai rearanjamentele cromozomiale, ci se realizează și cartografierea genelor Diagnosticul prenatal și monitorizarea sarcinii au devenit larg răspândite În prezent, aproximativ de afecțiuni clinice au primit "înregistrare" citogenetică pe cromozomi umani, inclusiv tulburări mendeliane (predispoziție la boli), boli cu rearanjamente cromozomiale constituționale (identificate sau suspectate), neoplasme maligne (tumori solide și hemoblastoze), boli asociate cu ADN-ul mitocondrial mutatii Nu există nicio îndoială că aberațiile cromozomiale marchează anomaliile pubertății și unele stări patologice moștenite S-au încercat crearea unui registru al componentelor genelor și al specificității poligenice ale bolilor precum diabetul și psihoza Citogenetica leucemiilor acute și cronice De-a lungul ultimelor decenii, cu ajutorul citogeneticii, s-au acumulat informații extinse asupra unui număr semnificativ de tulburări cromozomiale specifice unui număr de hemoblastoze A fost dezvăluită natura clonală a modificărilor cariotipului celulelor hematopoietice, care stau la baza dezvoltării leucemiei și a tumorilor limfatice Analiza citogenetică în hematologie a început să joace un rol important în diagnosticarea, prezicerea cursului bolilor și evaluarea eficacității terapiei utilizate Modificările cromozomiale în bolile sistemului sanguin sunt complexe și afectează atât compoziția genetică a setului - aberații numerice, iar structura cromozomilor individuali - aberații structurale Cu aberațiile cromozomiale tipice hemoblastozelor acute și cronice, o modificare a localizării sau deteriorarea structurii genelor poate duce la o încălcare a expresiei acestora sau la modificări structurale și funcționale ale proteinelor pe care le codifică Aparent, aceste modificări joacă un rol esențial în patogeneză și, eventual, în progresia leucemiei În leucemia mieloidă cronică, leucemia limfocitară cronică, leucemia mielomonocitară cronică În limfosarcomul B, aberațiile cromozomiale de tip t( ; ), t( ; ), t( ; ), t( ; ) duc la rearanjamente ale genelor bcr, abl, tel sau ZjcZ , produse proteice himerice care, schimbând natura proliferării celulare (în timp ce nu sunt un semnal de transformare), fac celulele nemuritoare În leucemia acută, afectarea cromozomală localizată llq (leucemie acută limfoidă și mieloidă), q și ql (leucemie promielocitică acută și mai rar criza blastică a leucemiei mieloide cronice), precum și q (leucemie mieloidă acută), ca criză blastică CML regula, modifică transcripțiile factorilor genetici (MILL, PML, RAPA, AML) și, prin urmare, perturbă diferențierea celulelor și țesuturilor, creând baza transformării celulelor maligne Pe lângă aberațiile cromozomiale enumerate, mutațiile genetice sunt adesea înregistrate în leucemie Astfel, mutațiile familiei proto-oncogene RAS apar în % din cazurile de LMC în stadiul de manifestări avansate ale bolii și în % din LMA HEMATOLOGIE DE LABORATOR (mai des cu leucemie mielomonoblastică acută), combinată cu o speranţă de viaţă mai mare a pacienţilor Aproximativ % dintre pacienții cu leucemie acută non-limfocitară prezintă mutații în protooncogene FMS (localizate pe cromozomul q ) și o creștere a activității tirozin kinazei În LMC, mutații frecvente ale proto-oncogenei TP (cromozomul p ), adică pierderea alelei p este de obicei combinată cu transformarea blastică a stadiului cronic al leucemiei Aberațiile unor cromozomi, cum ar fi - , -Y, del( q), del( q) și del(llq), conduc, de asemenea, la o schimbare semnificativă a fenotipului celular Cu toate acestea, există încă puține informații despre conținutul de supresori din regiunile pierdute ale cromozomilor, în special despre genele implicate în leukogeneza mieloidă S-a demonstrat că deleția q- determină dispariția factorilor de diferențiere mieloblast din celulele marcate de acesta: factor de stimulare a coloniilor granulocite-macrofage, proto-oncogene FMS, interleukine - , - și - , FER-tirozin kinaza genă, gena factorului de reglare a interferonului (IRF ) Este posibil ca rearanjamentele cromozomiale menționate aici să joace un anumit rol în geneza leucemiilor secundare Mai puțin studiate sunt afectarea genomului celulelor hematopoietice în leucemia mielomonoblastică acută, unde inversarea inv( )(pl q ) duce la formarea genei himerice CBF (PEPB B)/MYH și a genei t( ; )(p ) ;q ) translocarea și DEC/ CAN sunt asociate cu un prognostic prost al evoluției bolii la pacienții tineri În mod similar, leucemia monoblastică acută cu translocarea t( ;l ) (p ;q ) și gena himerică AF /MLL are loc cu blastoză mare și răspuns slab la terapie La unii pacienți cu LMA, metoda FISH a evidențiat o deleție a genei MRP (gena codifică o proteină rezistentă la multidrog) În leukogeneza leucemiei acute megacarioblastice, translocarea t( ; )(pl;q ) și gena sa confluentă ERG/FUS (protooncogene ^ este omoloagă cu oncogenei v-ets) joacă un rol neclar Astfel, perspectivele metodei citogenetice de detectare a relațiilor cauzale în bolile umane sunt incontestabile În viitorul apropiat, metoda citogenetică va fi din ce în ce mai solicitată în diagnosticul multor boli umane cu aberații cromozomiale și gene localizate în ele MODIFICĂRI REACTIVE DE SÂNGE (REACȚII LEUCEMOIDE) Reacțiile leucemoide (asemănătoare leucemiei) sunt modificări care seamănă cu leucemiile, dar sunt întotdeauna reactive și nu se dezvoltă niciodată în tumora cu care seamănă Într-un sens larg, acest termen include o creștere non-tumorală a numărului de celule din sânge, morfologia celulară neobișnuită, precum și modificări ale organelor hematopoietice Cu toate acestea, în majoritatea cazurilor, este implicată o creștere a conținutului de celule din sânge (leucocitoză, eritrocitoză, trombocitoză) Într-o reacție leucemoidă, există de obicei o cauză semnificativă cu un tablou clinic proeminent (de exemplu, inflamație); modificările sanguine sunt instabile, odată cu dispariția cauzei, hemograma se normalizează, nu există semne de inhibare a hematopoiezei normale Leucocitoza Leucocitoză - o creștere a numărului de leucocite din sânge mai mult de x / l Compoziția leucocitară a sângelui este considerată un indicator general al stării organismului în procesele patologice O creștere a numărului total de leucocite este rareori caracterizată de o schimbare proporțională a celulelor diferite LABORATOR HEMATOLOGIE specii, prin urmare, se folosesc termeni specifici: "neutrofilie", "limfocitoză", "monocitoză", "eozinofilie", "bazofilie" Pentru a verifica corect patologia existentă, este necesar să se analizeze indicatorii absoluti ai conținutului anumitor celule Leucocitoza fiziologică (redistributivă, fără o creștere a producției de leucocite) se observă cu munca musculară, stres emoțional, durere, aport de proteine, o schimbare bruscă a temperaturii ambientale, expunerea la raze ultraviolete, radiații ionizante, administrarea de glucocorticoizi etc Aceste cauze ar trebui excluse sau luate în considerare la interpretarea rezultatelor studiului Leucocitoza reactivă (ca urmare a creșterii leucopoiezei ca răspuns la eliberarea de factori proinflamatori; citokine, toxine, produse de activare a complementului etc ) se observă în infecții, inflamații, leziuni tisulare extinse, tumori, intoxicații, anemie acută, post - stare de splenectomie Leucocitoza tumorală este cauzată de proliferarea tumorală necontrolată a celulelor leucemice Neutrofilie Neutrofilie - o creștere a numărului de neutrofile din sânge mai mult de x h / l O creștere a numărului de neutrofile determină leucocitoză fiziologică și majoritatea cazurilor de leucocitoză reactivă Severitatea leucocitozei neutrofile depinde de volumul măduvei osoase și al rezervelor vasculare, de activitatea de producție a celulelor măduvei osoase, de intensitatea consumului de granulocite în țesuturi, de virulența microorganismelor, de natura procesului patologic și de starea sistemele de apărare ale organismului Timpul de dezvoltare a neutrofiliei poate fi calculat în minute (demarginare), ore (eliberare de neutrofile din măduva osoasă) și zile (producție crescută de celule în măduva osoasă) Leucocitoza redistributivă (datorită aportului alimentar, medicamentelor, stresului fizic și emoțional, expunerii la frig, căldură, anestezie etc ) se caracterizează prin trecerea leucocitelor din bazinul parietal în bazinul circulant Acest lucru este facilitat de factori precum creșterea tensiunii arteriale în capilare, deficiența fluxului sanguin în vasele mici ale diferitelor organe și creșterea nivelului de adrenalină și cortizol (Tabelele - ) Leucocitoza redistributivă este, de regulă, nesemnificativă și de scurtă durată Tabelul - Valoarea clinică și diagnostică a neutrofiliei Tipul de leucocitoză Mecanisme patogenetice Forme clinice Reactiv (redistributiv) Redistribuirea bazinelor parietale și circulante de neutrofile, mobilizarea fondului măduvei de neutrofile Activitate fizică, kinetoterapie, băi calde și reci, durere, stres, stări postoperatorii, administrare de glucocorticoizi Hipoxie Anemie acută și cronică (posthemoragică, hemolitică, autoimună etc ) Stimularea leucopoiezei Agenti infectiosi, toxine Abces, osteomielita, amigdalita, scarlatina, difterie, otita medie, pneumonie, apendicita, pielonefrita, meningita, sepsis, peritonita Inflamație și necroză tisulară (factori de inflamație și degradare tisulară) Empiem pleural, infarct de organ, atac de reumatism, arsuri și leziuni extinse, intervenții chirurgicale, neoplasme maligne etc Intoxicații endogene Acidoză, eclampsie, uremie, sindrom Itsenko-Cushing, gută Tumora Proliferarea celulelor leucemice Leucemie HEMATOLOGIE DE LABORATOR Leucocitoza neutrofilă reactivă se observă datorită redistribuirii celulelor în organe și sânge sau cu o eliberare crescută de neutrofile din măduva osoasă Neutrofilia reactivă poate fi însoțită de orice inflamație, infecții bacteriene, fungice și parazitare (locale și generalizate), modificări ale țesutului necrotic, intoxicație, hipoxemie și tumori de diverse localizari Leucocitoza nou-născuților și femeilor însărcinate este în mare parte mixtă: poate fi atât redistributivă, cât și ca urmare a activării hematopoiezei măduvei osoase Un număr crescut de leucocite este însoțit de o creștere a neutrofilelor în sânge, o deplasare a formulei leucocitelor la stânga către meta- și mielocite, care reflectă activitatea maximă a proceselor de proliferare și eliminare a granulocitelor din măduva osoasă O adevărată creștere a numărului de neutrofile circulante se observă dacă la nivelul măduvei osoase se stimulează producția crescută și eliberarea în circulație a neutrofilelor Cu expunerea prelungită la factori care induc neutrofilie, rezerva granulocitară a măduvei osoase este epuizată, iar celulele tinere din seria neutrofile intră în sânge: înjunghiere, metamielocite, mielocite și promielocite, așa-numita deplasare a formulei leucocitelor spre stânga Această stare a sângelui se numește reacție leucemoidă de tip neutrofil Diagnosticul diferențial dintre leucocitoza reactivă și LMC este de obicei simplu, deoarece în primul caz există un tablou clinic luminos, iar după recuperare, tabloul sanguin revine la normal În cazuri clinic indistincte, se examinează activitatea fosfatazei alcaline a neutrofilelor din sânge (cu stări mari reactive și scăzute în LMC), în LMC, cromozomul Philadelphia sau gena himerică BCR-ABL se găsește în măduva osoasă, iar hiperplazia tesutul hematopoietic se gaseste in trepanobioptat Modificările în compoziția cantitativă a neutrofilelor pot fi însoțite și de anomalii morfologice ale acestora: granularitatea toxică (granule azurofile hipertrofiate), vacuolizarea citoplasmei, corpii Knyazkov-Dele (petarea albăstruie a citoplasmei), picnoza nucleelor (cromatificarea) a nucleelor), liza (cromatoliza) nucleelor leucopenie Leucopenie - o scădere a numărului de leucocite din sânge mai puțin de , x / l De obicei, apare ca urmare a neutropeniei, conținutul absolut de neutrofile din sânge este mai mic de , x h / l O scădere a numărului absolut de neutrofile sub , x /l este denumită agranulocitoză Leucopenia este un indicator al inhibării neutropoezei măduvei osoase, al severității procesului patologic și al reactivității scăzute a organismului Neutropenia cu un conținut scăzut de leucocite, schimbarea înjunghiului, granularitatea toxigenă a neutrofilelor indică o epuizare bruscă a rezervei granulocitare a măduvei osoase și este un semn de prognostic extrem de nefavorabil, deoarece este întotdeauna asociat cu un risc crescut de infecție O scădere a producției de neutrofile în măduva osoasă este cauza neutropeniei în condiții aplastice care sunt eterogene ca origine și mecanisme de dezvoltare, pentru care deteriorarea celulelor stem, o creștere a activității supresoare a limfocitelor T în raport cu hematopoieza și o capacitate crescută a celulelor de apoptoză sunt principalii agenți patogeni Modificările caracteristice ale formulei leucocitelor în condiții aplastice sunt neutropenia absolută și limfocitoza relativă LABORATOR HEMATOLOGIE O scădere a producției de neutrofile se poate datora unei scăderi a granulocitopoiezei datorită deplasării celulelor hematopoietice de către celulele tumorale în leucemia acută, țesutului fibros în mielofibroză sau metastazei neoplasmelor maligne în măduva osoasă Inhibarea granulocitopoiezei neutrofile se observă cu neutropenia ciclică ca urmare a unui defect în producerea de LCR, neutropenia congenitală (sindroame Kostmann, Chediak-Higashi etc ) Clinic, neutropenia este combinată cu oboseală severă, stări hipotonice, tulburări de somn, înfometare, distrofie alimentară Acestea sunt așa-numitele leucopenii funcționale Un număr de neutropenii se pot baza pe distrugerea intramedulară crescută a neutrofilelor - granulocitopoieza ineficientă Un exemplu clasic al acesteia este neutropenia în B și anemia cu deficit de folat, sindromul mielodisplazic Încălcarea ieșirii neutrofilelor mature din măduva osoasă în sânge este cauza neutropeniei în sindromul leucocitelor leneși, care se bazează pe o scădere a chimiotaxiei celulare din cauza unui defect al membranei neutrofile Distrugerea crescută a neutrofilelor poate fi observată în diferite condiții care nu sunt asociate cu inhibarea granulocitopoiezei Astfel de afecțiuni se pot dezvolta după transfuzia de sânge care conține anticorpi la neutrofile Transferul transplacentar al IgG antineutrofile de la mamă la făt poate fi cauza neutropeniei autoimune neonatale Unul dintre motivele dezvoltării neutropeniei și agranulocitozei este reacția la administrarea de medicamente Penicilinele, sulfonamidele, cefalosporinele și alte medicamente pot avea un efect toxic direct asupra proliferării granulocitelor în măduva osoasă sau pot induce producerea de anticorpi autoimuni împotriva celulelor progenitoare neutrofile Medicamentele farmacologice pot reduce nu numai numărul de neutrofile din sângele periferic, ci pot provoca și disfuncția acestora - inhibarea chemotaxiei, fagocitozei, uciderea intracelulară Leucopenia cu neutropenie și prezența anticorpilor citoplasmatici antineutrofili este adesea întâlnită în granulomatoza Wegener, colita ulceroasă Distrugerea accelerată a neutrofilelor are loc cu splenomegalie Leucopenia cu neutropenie este însoțită de boli imune - artrită reumatoidă, lupus eritematos sistemic, sindromul Felty Diverse infecții virale pot fi însoțite de dezvoltarea leucopeniei cu neutropenie Uneori se observă leucopenia cu mononucleoză infecțioasă Leucopenia cu neutropenie fără o deplasare a formulei leucocitelor la stânga este posibilă cu boli cronice ale tractului gastrointestinal (colecistita, colangită, gastrită, ulcer peptic), forme atipice severe de procese purulent-septice și inflamatorii (sepsis cronic), infecții ( febră tifoidă, leishmanioză viscerală) Neutropenia poate apărea ca urmare a generalizării infecției, de exemplu, cu tuberculoza miliară Neutropenia redistributivă pe termen scurt este posibilă în condiții de șoc, boli însoțite de eliberarea de histamină în care are loc o tranziţie a neutrofilelor de la bazinul circulant la cel marginal Modificările cantitative ale leucocitelor pot fi însoțite de anomalii morfologice ale neutrofilelor sub formă de asincronie în maturarea nucleului și citoplasmei, afectarea granulogenezei, deficiența activității enzimatice și o scădere a capacității funcționale a neutrofilelor HEMATOLOGIE DE LABORATOR Cauzele și mecanismele de dezvoltare a neutropeniei sunt prezentate în tabel - Tabelul - Valoarea clinică și diagnostică a neutropeniei Neutropenia Patogeneza Boli și Condiții Funcțional Producție insuficientă de neutrofile din cauza efectului inhibitor al toxinelor bacteriene asupra neutropoezei, ca urmare a activării macrofagelor în infecțiile virale și rickettsiale Febră tifoidă, febră paratifoidă, bruceloză, tularemie, miocardită septică subacută, sepsis cronic, tuberculoză miliară, boală infecțioasă severă , SARS , gripă, hepatită virală, ciroză hepatică, tifos etc Stare areactivă Stare hipotonică, înfometare, privare prelungită de somn și stres, distrofie alimentară Redistribuirea neutrofilelor în organe Socul anafilactic Sindromul Felty Distrugerea crescută a neutrofilelor de origine imună: heteroimună (haptenă) Hipersensibilitate la medicamente lupus eritematos sistemic autoimun, artrita reumatoida, boli limfoproliferative izoimun La nou-născuți Insuficiența organică a hematopoiezei măduvei osoase Anemia aplastică Insuficiența neutropoezei în leucemie Leucemie acută și leucemie limfocitară cronică, MDS Deficit de vitamina B și acid folic Anemia megaloblastică Forme ereditare Neutropenie ereditară benignă, neutropenie ciclică, sindrom Chediak-Higashi Factori exogeni mielotoxici: citostatice, radiații ionizante, agenți chimici Radiații, agranulocitoză, stări hipo și aplastice Eozinofilie Eozinofilie - o creștere a numărului de eozinofile din sânge mai mult de , x / l - un semn caracteristic de alergizare a organismului (astm bronșic, eczemă atopică, febra fânului, alergii alimentare etc ) Eozinofilia semnificativă persistentă poate fi cauzată de invazii helmintice și parazitare, tumori, colagenoze, imunodeficiențe (sindrom rnnep-IgE) Eozinofilia se găsește în bolile infecțioase în perioada unui tablou clinic detaliat și în faza de recuperare - scarlatina, mononucleoza infecțioasă, gonoree Eozinofilia se observă în boli inflamatorii, procese autoimune, infecții cronice (tuberculoză), boli de piele (eczeme, psoriazis, pemfigus, herpes, micoze), în care se alătură componenta alergică (Tabelul - ) Eozinofilia mare (eozinofile - mai mult de ], x / l), care durează mai mult de luni, în absența unui factor etiologic cunoscut, este privită ca un sindrom hipereozinofil caracterizat prin tulburări severe ale organelor cauzate de efectul toxic al eozinofilelor În cazul detectării naturii de ploșniță a hematopoiezei, poate fi diagnosticată leucemia eozinofilă cronică LABORATOR HEMATOLOGIE Tabelul - Valoarea clinică și diagnostică a eozinofiliei Patogenia bolii Invazia de paraziți Ascariază, trichineloză, toxocarioză, echinococoză, schistosomiază, filarioză, sgrongiloidioză, opisgorhiază, anchilostomidoză, giardioză Proliferarea tumorii (creșterea producției de IL- ) Sindrom hiperzozinofil, limfogranulomatoză, leucemii acute și cronice, limfoame, neoplasme maligne de alte localizări, însoțite de metastaze sau necroze Sensibilizare corporală Alergie la medicamente, astm bronșic, dermatită alergică, rinită, eozinofilie infecțioasă etc Imunodeficiențe Sindromul Wiskott-Aldrich etc Patologia țesutului conjunctiv Periarterita nodoasă, artrită reumatoidă, sclerodermie sistemică, fasciită eozinofilă Infecții Tuberculoză, pneumonie cu chlamydia Boli interstițiale și alte boli pulmonare Sarcoidoză, histiocitoză cu celule Langerhans, pleurezie eozinofilă, infiltrat eozinofil pulmonar (boala Leffler), pneumonie eozinofilă cronică eozinopenie Eozinopenie - o scădere a numărului de eozinofile în sânge mai puțin de , x / l (sau aneozinofilie - absența eozinofilelor în sânge) Eozinopenia apare în prima etapă a procesului inflamator, cu infecții purulente severe, șoc, stres, eclampsie, naștere, intoxicație cu compuși chimici, metale grele, în perioada postoperatorie Evaluarea dinamicii modificărilor numărului de eozinofile în timpul procesului inflamator are o valoare prognostică Eozinopenia corespunde cu debutul inflamației, recuperarea eozinofilelor sau eozinofilia, cu debutul recuperării Cu toate acestea, o serie de boli infecțioase și alte boli cu un nivel ridicat de IgE sunt caracterizate de eozinofilie după terminarea procesului inflamator, ceea ce indică incompletitudinea răspunsului imun cu componenta sa alergică În același timp, o scădere a numărului de eozinofile în faza activă a bolii indică adesea severitatea procesului și este un semn nefavorabil În general, modificarea numărului de eozinofile din sângele periferic este rezultatul unui dezechilibru în procesele de producere a celulelor din măduva osoasă, al migrației și al degradarii acestora în țesuturi Bazofilia Bazofilie - o creștere a numărului de bazofile din sânge mai mult de , x / l Bazofilele și celulele carcasei sunt implicate în reacții inflamatorii celulare de tip întârziat în piele₽ și alte țesuturi, provocând hiperemie, formare de exudat și creșterea permeabilității capilare Aceste celule servesc ca sursă principală de mediatori care declanșează o reacție anafilactică imediată de hipersensibilitate Degranularea bazofilelor și eliberarea lor în sânge a substanțelor biologic active, inclusiv a factorului de chemotaxie a eozinofilelor, este însoțită de o creștere a eozinofilelor, care apare oriunde are loc o creștere a numărului de mastocite sau o creștere a activității acestora O creștere a conținutului de bazofile poate să apară în secretele tractului respirator cu alergii, în rinichi cu nefrită interstițială cronică și respingere a transplantului, cu dermatită de contact, colită ulceroasă cronică Bazofilia poate fi observată în bolile alergice, în faza incipientă a reumatismului, în leucemia mieloidă cronică, mielofibroză, eritremie Leucemia mastocitară este însoțită de o creștere a mastocitelor din măduva osoasă și din sânge HEMATOLOGIE DE LABORATOR Monocitoză și monocitopenie Monocite oz - o creștere a numărului de monocite din sânge mai mult de , x / l Monocitoza reactivă se poate dezvolta în condiții caracterizate prin persistența antigenului în organism (Tabelul - ): cu infecții cronice de lungă durată, boli autoimune, histiocitoză reactivă, tumori Diagnosticul diferențial se realizează cu leucemiile acute, care au modificări caracteristice în măduva osoasă și leucemiile cronice monocitare și mielomonocitare Diagnosticul de leucemie cronică poate fi pus după o examinare amănunțită a pacientului și excluderea tuturor cauzelor posibile care pot provoca monocitoză reactivă Monocitopenie - o scădere a numărului de monocite din sânge mai mică de , x / l, apare cu hipoplazia hematopoietică Tabelul - Semnificația clinică și diagnostică a monocitozei Boli de monocitoză Reactiv (proliferarea crescută în măduva osoasă a elementelor celulare ale monocitozei) Infecții (endocardită septică subacută, virală, fungică, rickettsială, protozoară), perioada de convalescență după infecții acute Infecții cronice însoțite de proliferarea celulelor epitelioide cu formare de granuloame (tuberculoză, sifilis, bruceloză, sarcoidoză) Boala cronică intestinală (colită ulceroasă) Lupus eritematos sistemic, artrita reumatoida, periarterita nodoza Tumora Leucemiile monocitare si mielomonocitare acute si cronice limfocitoza Limfocitoză - o creștere a numărului de limfocite din sânge mai mult de x / l Principalele cauze ale limfocitozei reactive sunt infecțiile virale, infecțiile bacteriene cronice, toxoplasmoza (Tabelul - ) In infectii, majoritatea limfocitelor sunt reprezentate de celule citoplasmatice largi, exista imunoblaste, limfocite cu citoplasma bazofila (limfocite activate) si plasmocite Limfocitoza relativă cu neutropenie este caracteristică rujeolei, în timp ce un număr normal de globule albe poate fi menținut Bolile țesutului conjunctiv (reumatism, artrită reumatoidă, lupus eritematos sistemic, sclerodermie etc ) sunt însoțite de limfocitoză, printre limfocite există celule citoplasmatice și plasmatizate largi, numărul de celule plasmatice este crescut Tabloul clinic caracteristic și vârsta copiilor a pacienților exclud leucemia limfocitară cronică În cazuri neclare, imunofenotiparea relevă natura policlonală a limfocitozei în stări reactive și monoclonală în LLC (CD CD 'CD ') sau leucemizarea limfoamelor Tabelul - Semnificația clinică și diagnostică a limfocitozei Limfocitoza Factorul etiologic Boli Virus reactiv (policlonal) Mononucleoză infecțioasă, limfocitoză infecțioasă, varicela, tuse convulsivă, rujeolă, rubeolă, hepatită virală acută și cronică, infecție cu citomegalovirus, HIV Bacterii Infecții bacteriene cronice însoțite de formarea de granulom cu celule epitelioide (tuberculoză, sifilis, bruceloză etc ) Antigen parazitar Toxoplasmoza Proces imunopatologic Neutropenie autoimună Tumora (monoclonală) Proliferarea tumorii Boli limfoproliferative LABORATOR HEMATOLOGIE LIMFOCITOZA INFECTIOASA Infecția virală practic asimptomatică a copiilor mici, care apare cu limfocitoză de scurtă durată ( - zile), cu toate acestea, nivelul leucocitelor în acest caz poate ajunge la - ,x / l, iar proporția de limfocite poate fi de - % MONONUCLEOZA INFECTIOASA Boală virală acută (infecție aeriană) cu transformare blastică severă a limfocitelor, apariția acestor celule în sânge, limfadenită reactivă Apare de obicei la vârsta de - ani (vârf - - ani) Mononucleoza infecțioasă este cauzată de virusul Epstein-Barr Acest virus limfotrop B infectează limfocitele B prin antigenele de suprafață CD , determinând proliferarea acestora, persistă toată viața în limfocitele B, determinând dezvoltarea unei imunitate nesterile puternice Până la vârsta de de ani, % dintre oameni sunt infectați cu virusul Copiii sub luni sunt imuni datorită prezenței imunității pasive; la vârsta de până la ani, infecția primară are loc sub pretextul SARS Când este infectat, virusul se reproduce în tractul respirator superior și în țesutul limfoid asociat cu dezvoltarea reacțiilor inflamatorii locale (amigdalita) și o stare febrilă Când apare boala, proliferarea limfocitelor T reactive, precum și a limfocitelor B afectate și reactive în țesutul limfatic, ceea ce duce la dezvoltarea simptomelor caracteristice: dificultăți în respirația nazală, o creștere a occipitalului, posterior, apoi toate grupurile de ganglioni limfatici, splina, eliberarea celulelor activate în sânge, apariția icterului Diagnosticul se bazează pe o combinație de simptome clinice de prim rang (febră, amigdalită, ganglioni și spline umflate) cu un tablou hematologic caracteristic (limfocitoză, mai mult de % din celulele mononucleare atipice în analize la mai mult de zile distanță) În același timp, se ține cont de vârsta pacientului și de dinamica numărului de celule mononucleare atipice: acestea cresc până în a -a zi de boală, scad lent pe parcursul lunilor Proporția celulelor mononucleare atipice poate varia și ajunge la - % la apogeul bolii cu o scădere treptată pe măsură ce recuperarea progresează Pentru mononucleoza infecțioasă în perioada de convalescență, eozinofilie și monocitoză, este caracteristică o creștere a VSH Boala durează - săptămâni cu sindrom astenic prelungit după recuperare Ei folosesc, de asemenea, diagnosticul serologic ca screening - detectarea anticorpilor heterofili la eritrocitele de oaie sau cal și diagnostice specifice - detectarea anticorpilor IgM la antigenele capsidei virusului, care indică o infecție primară, la nucleare - la o boală infecțioasă deja existentă Celulele mononucleare atipice (limfocite reactive sau activate) sunt limfocite formate de b l astran, majoritatea dintre ele limfocite T reactive care asigură protecție antivirală, precum și limfocite B proliferante Se caracterizează prin anizocitoză și polimorfism pronunțat: raport nuclear-citoplasmatic diferit; o formă diversă a nucleului, adesea monocitoid; structura netezită, omogenă a cromatinei; citoplasmă de volum și culoare diferite, de obicei cu bazofilie marginală pronunțată Celulele mononucleare atipice sunt caracteristice nu numai pentru mononucleoza infecțioasă, numărul lor crește cu orice infecții virale (ARVI, gripă, hepatită, infecție cu citomegalovirus, herpes, unele infecții ale copilăriei), alte infecții nevirale (yersinioză, toxoplasmoză, chlamydia), vaccinări, boli autoimune, intoleranță la medicamente, tumori Diagnosticul diferențial se realizează luând în considerare tabloul clinic, vârsta și rezultatele studiilor serologice În toate cazurile de mononucleoză infecțioasă, se recomandă un test obligatoriu pentru infecția cu HIV, deoarece cu infecția cu HIV există cazuri frecvente de sindrom asemănător mononucleozei - o creștere a ganglionilor limfatici și a numărului de celule mononucleare din sânge HEMATOLOGIE DE LABORATOR Limfocitopenie Limfocitopenie - o scădere a numărului de limfocite mai mică de x / l, observată în boli infecțioase acute, tuberculoză miliară (formă viscerală), lupus eritematos sistemic, insuficiență renală, în stadiul terminal al neoplasmelor maligne, limfogranulomatoză, ca semn precoce al boală acută de radiații, în stadiul terminal al SIDA, imunodeficiențe secundare La copii și adolescenți, limfocitopenia este posibilă ca urmare a alergizării organismului și cu imunodeficiență ereditară Eritrocitoza Eritrocitoza este o creștere a numărului de globule roșii peste x /l la bărbați și peste x /l la femei Eritrocitoza poate fi reactivă (secundară sau simptomatică) și neoplazică (primară) Există eritrocitoză absolută (primară și secundară sau simptomatică) cauzată de creșterea eritropoiezei și relativă, caracterizată printr-o scădere a volumului plasmatic (Tabelul - ) Eritrocitoza reactivă se dezvoltă ca urmare a hiperproducției de eritropoietină (EPO) ca răspuns la hipoxie tisulară, tumori, boli renale polichistice, stenoză a arterei renale, hidronefroză etc O creștere a producției de EPO este un criteriu important pentru diferențierea eritrocitozei reactive de eritremie, în care nivelul de EPO nu este crescut, iar eritropoieza crescută este rezultatul creșterii necontrolate a tumorii Eritremia poate fi presupusă atunci când au fost excluse toate cauzele posibile ale eritrocitozei simptomatice sau reactive Splenomegalia, depistarea anomaliilor genetice clonale, leucocitoza peste x /l in absenta infectiilor, trombocitoza peste x /l marturisesc in favoarea eritremiei Tabelul - Semnificația clinică și diagnostică a eritrocitozei Principalele grupe patogenetice Forme clinice (situații) Eritrocitoză absolută (datorită producției crescute de eritrocite) Eritrocitoză primară Eritrocitoză simptomatică: • cauzată de hipoxie generală Eritremie Boli pulmonare, malformații cardiace "albastre" congenitale, fumat (carboximoglobinemie), anemie hemolitică datorată transportului de hemoglobine anormale, expunere la altitudini mari, sindrom Pickwick (obezitate), boală coronariană, afecțiuni post-infarct • cauzate de hipoxia locală a rinichilor Hidronefroză și boală polichistică a rinichilor, stenoza arterei renale • cauzate de creșterea producției de EPO de către tumori Cancer hipernefroid, hepatom, cancer ovarian, angioblastom cerebelos • asociat cu un exces de hormoni ai cortexului suprarenal sau androgeni sindromul Itsenko-Cushing, feocromocitom, hiperaldosteronism Eritrocitoză relativă (datorită hemoconcentrației) Pierderi de lichide corporale (transpirații, vărsături, diaree, arsuri, diuretice, alcoolism), stres Eritrocitoză mixtă (datorită coagulării sângelui și transfuziei placentare) Eritrocitoză fiziologică neonatală Numărul de reticulocite reflectă rata de producție a eritrocitelor în măduva osoasă, astfel încât numărul acestora este important pentru aprecierea gradului de activitate a eritropoiezei LABORATOR HEMATOLOGIE Reticulocitoza (creșterea numărului de reticulocite din sânge cu peste - x / l, sau mai mult de , %) se observă cu anemie posthemoragică, hemoliză, terapia EPO, vitamina B , acid folic și alte afecțiuni Pentru controlul dopajului la sportivi, se propune utilizarea hematocritului și a reticulocitelor Suspiciunea pentru administrarea de EPO recombinant (rEPO) este reticulocitoza peste , % și hematocritul peste % Cel mai sensibil indicator al transplantului de măduvă osoasă de succes este o creștere a fracției de reticulocite imature de peste %, care precede adesea o creștere a numărului de neutrofile Reticulocitopenia apare cu anemie aplastică, aplazie parțială a celulelor roșii, metastaze canceroase la măduva osoasă, leucemie, niveluri scăzute de EPO, eritropoieza ineficientă și sindrom mielodisplazic Eritrocitopenie Eritrocitopenia este o scădere a numărului de eritrocite din sânge sub , /l Eritrocitopenia se poate dezvolta din diverse motive: pierderea sângelui, afectarea formării sângelui (anemie aplastică), creșterea hemolizei eritrocitelor (eritrocitopatie, fermentopatie, hemoglobinopatie); expunerea la radiații; boli ale ficatului, rinichilor; sindrom hipersplenic: deficit de factori hematopoietici (fier, vitamina B ?, acid folic); hiperhidratare; infectii, in special cele cronice si, in special, tuberculoza Eritrocitopenia este adesea însoțită de eritropoieza ineficientă, care se manifestă printr-un conținut crescut și displazie de eritrocariocite în măduva osoasă, acumularea de material PAS-pozitiv și granule de fier în ele, creșterea apoptozei și reticulocitopenie Trombocitoza Trombocitoză - o creștere a numărului de trombocite în sânge mai mult de x Ovl Trombocitoza poate fi primară - ca urmare a proliferării tumorale a megacariocitelor în bolile mieloproliferative cronice (CMPD) (trombocitemie esențială, mielofibroză idiopatică, LMC, eritremie) și secundară sau reactivă (Tabelul - ) Trombocitoza reactivă este posibilă cu neoplasme maligne, boli inflamatorii, după sângerare, crize hemolitice, intervenții chirurgicale și splenectomie Trombocitoza primară datorată CMPD este sugerată după excluderea cauzelor posibile de trombocitoză reactivă În leucemia megacariocitară acută și cronică, o creștere a numărului de trombocite poate ajunge până la câteva milioane (hipertrombocitoză) O masă mare de celule duce la tulburări de microcirculație ca urmare a coagulării sângelui cu dezvoltarea ulterioară a sindromului hemoragic Hipertrombocitoza, care este însoțită de sindromul hemoragic, se numește trombocitemie hemoragică Tabelul - Semnificația clinică și diagnostică a trombocitozei Boli și sindroame de trombocitoză Splenectomie reactivă, pierderi acute de sânge și hemoliză acută, după intervenții chirurgicale, neoplasme maligne, artrită reumatoidă, tuberculoză, colită ulceroasă, osteomielita etc Boli mieloproliferative tumorale (leucemie mieloidă cronică, mielofibroză, eritremie, leucemie megacariocitară, trombocitemie hemoragică idiopatică) HEMATOLOGIE DE LABORATOR Trombocitopenie Trombocitopenie - o scădere a numărului de trombocite din sânge mai puțin de x / l Trombocitopeniile sunt boli sau sindroame care rezultă din producția inadecvată, distrugerea crescută sau consumul de trombocite (Tabelele - ) Există trombocitopenie ereditară și dobândită Tabelul - Valoarea clinică și diagnostică a trombocitopeniei Patogeneza Situații clinice și stări patologice Formarea insuficientă a trombocitelor Afecțiuni hipo- și aplastice, leucemie, metastaze canceroase în măduva osoasă, radiații ionizante, chimioterapie, deficit de vitamina B sau de acid folic, infecții virale, sepsis, tuberculoză miliară etc Creșterea consumului de trombocite Pierderi de sânge, DIC, hemangiom gigant, tromboză, trombocitemie hemoragică Distrugerea crescută a trombocitelor Anemia hemolitică autoimună și imună, izoimună, heteroimună (haptenică), boli medicamentoase, virale, limfoproliferative, lupus eritematos sistemic, reacții postprandsfuzie, HNP etc Deteriorarea mecanică a trombocitelor Valvele cardiace protetice, circulația extracorporală Intoxicație exogenă Substanțe chimice, droguri, alcool, sepsis Intoxicație endogenă Uremie, boală hepatică severă Creșterea sechestrului în splină (hilersplenism) Splenomegalie în ciroza hepatică, sindromul de hipertensiune portală, histiocitoză, boala de depozitare, sindromul Felty, tuberculoza splinei, boli mieloproliferative, talasemie Trombocitopenia dobândită se observă în gilersplenism, boli infecțioase, intoxicații cronice de orice origine, leziuni hiper- și metaplazice ale măduvei osoase, radioterapia și terapia citostatică și sunt însoțite de sindrom hemoragic Dintre trombocitopeniile dobândite, cele mai frecvente sunt cele imune și autoimune Trombocitopenia imună este un grup de boli în care scăderea numărului de trombocite din sânge se datorează producției de auto- sau aloanticorpi antiplachetari și distrugerii accelerate a trombocitelor sensibilizate în sistemul reticuloendotelial În funcție de mecanismul de producere a anticorpilor antiplachetari, există mai multe forme de trombocitopenie imună (Tabelul - ) Tabelul - Trombocitopenie imună Boala Caracteristicile anticorpilor antiplachetari Purpura trombocitopenică idiopatică (autoimună) Autoanticorpi împotriva antigenelor plachetare nemodificate ale pacientului (de obicei glicoproteinele IIIb și lila și glicoproteinele IIb) Trombocitopenie haptenică (heteroimună) Autoanticorpi hapteni împotriva antigenilor alterați sau străini de pe suprafața trombocitelor Trombocitopenie indusă de medicamente Anticorpi împotriva complexului de medicamente (chinină, heparină) cu antigen trombocitar Trombocitopenie asociată cu infecția virală Anticorpi împotriva antigenelor virale fixate pe suprafața trombocitelor sau împotriva antigenelor trombocite alterate Trombocitopenie aloimună Aloanticorpi împotriva aloantigenelor trombocitelor fetale sau transfuzate Purpura trombocitopenică aloimună neonatală Aloanticorpi materni infiltrați în făt împotriva aloantigenelor trombocitelor fetale și paterne absente din trombocitele materne LABORATOR HEMATOLOGIE Etiologia trombocitopeniei idiopatice este necunoscută O creștere a numărului de megacariocite, o rată normală de producție de trombocite și o durată de viață scurtată brusc sunt caracteristice Pentru a determina durata de viață a trombocitelor în fluxul sanguin, se utilizează determinarea timpului de circulație al trombocitelor marcate radioactiv (trombocite marcate cu Cr) Această afecțiune se prezintă adesea ca purpură trombotică trombocitopenică și sindrom hemolitic uremic Modificările morfologiei trombocitelor și ale parametrilor hemostazei în trombocitopenie, indiferent de geneză, sunt destul de asemănătoare Se notează anizocitoza plachetară, forme atipice și gigantice, ușoară granularitate azurofilă sau absența completă a granulomerului, bazofilie citoplasmatică, așa-numitele plăci albastre Trombocitopatii Trombocitopatiile sunt afecțiuni patologice care sunt însoțite de sângerare din cauza funcției trombocite afectate, chiar și cu conținutul lor normal în sânge (defecte trombocite) Trombocitopatia poate fi ereditară sau poate rezulta din acțiunea factorilor dăunători asupra trombocitelor în sine, asupra germenului megacariocitar al măduvei osoase sau asupra proceselor de sechestrare a trombocitelor Tulburările trombocitelor pot fi însoțite de boli mieloproliferative, uremie, patologie hepatică, paraproteinemie, fie o manifestare a DIC sau o supradoză de antiinflamatoare nesteroidiene, aspirina Dintre tulburările dobândite ale hemostazei, cea mai frecventă boală este trombocitopenia, izolată sau combinată cu alte tulburări Bolile sunt însoțite de microcirculație afectată și tip de sângerare cu pete petechiale Reacția sângelui la tumori Reacțiile leucemoide la o tumoră pot fi foarte diverse: unicelulare (de exemplu, neutrofilie, monocitoză, eozinofilie, eritrocitoză sau trombocitoză) sau cu două celule (neutrofilie și trombocitoză, eritrocitoză și monocitoză sau alte combinații) Cu metastaze miliare în măduva osoasă, se observă o imagine a mielemiei ("măduva osoasă în sânge"): împreună cu neutrofilie și o schimbare pronunțată a formulei leucocitelor la stânga către mielocite, promielocite și mai rar forme blastice, multe eritrocariocite (mai mult de : de leucocite) se găsesc în sânge Numărul de leucocite în acest caz variază foarte mult de la leucopenie severă la hiperleucocitoză Anemia cu reticulocitopenie și trombocitopenie sunt de obicei exprimate O imagine similară poate fi observată în eritromieloza acută și hemoliza imună Diagnosticul devine evident atunci când celulele canceroase sunt găsite în biopsia punctată sau trepană a măduvei osoase ANEMIE Anemia este o afecțiune caracterizată prin scăderea concentrației de hemoglobină și, în majoritatea cazurilor, a numărului de eritrocite și a hematocritului din sânge Criteriile OMS pentru diagnosticarea anemiei sunt: • la bărbați, numărul de eritrocite este mai mic de x /mkl, Hb este mai mic de g/l, HCT este mai mic de %; HEMATOLOGIE DE LABORATOR • la femei, numărul de eritrocite este mai mic de , x /mkl, Hb este mai mic de g/l, HCT este mai mic de %; • la gravide, Hb este mai mică de g/l, Ht este mai mică de % Anemia poate fi relativă, cauzată de creșterea volumului plasmatic (hemodiluție, hipervolemie), și absolută, cauzată de modificarea numărului de globule roșii circulante Se observă anemie relativă în timpul sarcinii, insuficiență cardiacă, transfuzie de înlocuitori de sânge, pierdere acută de sânge Hemodiluția este însoțită de scăderea numărului de eritrocite și a conținutului de hemoglobină pe unitatea de volum menținând în același timp masa totală a eritrocitelor Anemia poate fi mascată în condiții însoțite de îngroșarea sângelui (vărsături abundente, diaree abundentă etc ) Anemiile sunt de origine diversă și au adesea o patogeneză mixtă În cele mai multe cazuri, anemia nu este o formă nosologică independentă, ci o manifestare a bolii de bază Însoțește boli difuze ale țesutului conjunctiv, boli ale tractului gastro-intestinal, ficatului, rinichilor, neoplasme maligne, boli infecțioase cronice și procese inflamatorii O mare varietate de factori care stau la baza dezvoltării anemiei fac dificilă diferențierea acestora În prima etapă a căutării diagnostice, scopul principal este de a determina varianta patogenetică a anemiei, adică mecanismul principal determinând scăderea numărului de globule roșii și hemoglobinei În etapa următoare, diagnosticul bolii are ca scop stabilirea procesului patologic care stă la baza sindromului anemic Aceste etape de diagnosticare a anemiei se bazează pe date de laborator și depind în mare măsură atât de nivelul și calitatea studiilor efectuate, cât și de interpretarea corectă a rezultatelor Cea mai recunoscută este clasificarea anemiei după etiologie și patogeneză, numită "patogenetică" Clasificarea patogenetică a anemiei Anemia datorată pierderii de sânge (anemie posthemoragică) • Anemie acută posthemoragică • Anemie cronică posthemoragică Anemia datorată eritropoiezei insuficiente • Anemie hipocromă ❖ Anemia feriprivă Anemia asociată cu deteriorarea sintezei porfirinelor • Anemia normocromă <> Anemia bolilor cronice Anemia in insuficienta renala cronica ❖ Anemia aplastică ❖ Anemia în tumori și leziuni metastatice ale măduvei osoase • Anemie megaloblastica ❖ Anemia datorată deficitului de vitamina B ❖ Anemia cu deficit folic Anemia datorată distrugerii crescute a globulelor roșii (anemie hemolitică) • Anemia datorată factorilor extraeritrocitari ❖ Anemia hemolitică imună - anemie hemolitică izoimună - anemie hemolitică autoimună LABORATOR HEMATOLOGIE ❖ Anemia hemolitică datorată deteriorării mecanice a globulelor roșii • Anemia datorată factorilor eritrocitari ❖ Anemia hemolitică asociată cu o încălcare a structurii membranei eritrocitare (eritrocitopatii - ereditare și dobândite) - anemie hemolitică microsferocitară - anemie hemolitică ovalocitară - anemie hemolitică stomatocitară - Anemia hemolitică cauzată de o încălcare a structurii lipidice a membranei eritrocitare (acantocitoză) ❖ Anemia hemolitică prin deficit de enzime eritrocitare (fermentopatia eritrocitară) - Anemia hemolitică asociată cu activitate insuficientă a enzimelor glicolice - Anemia hemolitică asociată cu o activitate insuficientă a enzimelor de șunt pentozo-fosfat - Anemia hemolitică asociată cu activitate insuficientă a enzimelor sistemului glutationului fl) și a conținutului mediu de hemoglobină în eritrocit (MSN > pg) la valori normale ale concentrației medii de hemoglobină într-un eritrocit (MCHC) Histograma eritrocitară este deplasată semnificativ spre dreapta, aplatizată Eritrocitele se disting printr-o culoare uniformă - hipercromă datorită creșterii grosimii celulelor, fără iluminare centrală, cu un diametru mai mare de microni (macrocite și megalocite) Se caracterizează prin anizocitoză, poikilocitoză, schizocitoză, există eritrocite cu resturi de substanță nucleară (inele Cabot, corpi Jolly), puncție bazofilă (residuuri de ARN), eritrocite policromatofile Megaloblastele sunt adesea prezente HEMATOLOGIE DE LABORATOR La pacienții cu anemie cu deficit de vitamina B pe fondul anemiei macrocitare, hipercrome, există o scădere absolută a conținutului de reticulocite În procesul de tratament cu vitamina B , există o dinamică pozitivă a parametrilor eritrocitelor O criză de reticulocite se dezvoltă în a -a zi de terapie, cu toate acestea, chiar și după o lună, este posibil ca numărul absolut de reticulocite să nu se normalizeze complet, ceea ce indică faptul că capacitatea de regenerare a măduvei osoase nu a fost încă suficient restaurată și necesitatea de a continua tratamentul cu vitamina B Un marker anterior care evaluează eficacitatea tratamentului cu vitamina B este fracția de reticulocite imature, care crește în a - -a zi după începerea terapiei Deficitul de vitamina B afectează toate celulele hematopoietice în proliferare, astfel încât pancitopenia este observată în sânge În același timp, granulocitopenia și trombocitopenia nu sunt la fel de pronunțate ca anemia Anemia cu deficit de B se caracterizează prin leucopenie, neutropenie cu limfocitoză relativă, monocitopenie, aneozinofilie sau abazofilie Există o apariție în sânge a neutrofilelor hipersegmentate gigantice (numărul de segmente -> ), uneori o deplasare a formulei leucocitelor spre stânga către mielocite și metamielocite Trombocitopenia este moderată, trombocitele sunt rareori mai mici de x /l, există forme gigantice, dar funcția lor nu este afectată, iar sindromul hemoragic este rar În funcție de severitatea anemiei, VSH crește la - mm/h Diagnosticul anemiei cu deficit de B poate fi stabilit printr-un examen morfologic al măduvei osoase, care trebuie efectuat înainte de administrarea vitaminei B , sau prin determinarea biochimică a acesteia în sânge Injecțiile cu vitamina B în decurs de - zile modifică tipul de hematopoieză în măduva osoasă Meialoblastele scad în dimensiune, structura nucleului se modifică, celulele devin macronormoblaste Numai prin prezența unor forme gigantice de neutrofile, se poate presupune că a avut loc hematopoieza megaloblastică Anemia este corectată în - săptămâni La pacienții care primesc terapie cu vitamine pentru o perioadă lungă de timp, anemia feriprivă se poate dezvolta în timp, ca urmare a activării sintezei hemoglobinei și a metabolismului afectat al fierului În aceste cazuri, există modificări ale parametrilor eritrocitari caracteristici IDA Forme ereditare de anemie cu deficit de vitamina B Formele ereditare de anemie cu deficit de vitamina B se dezvoltă cu mutații ale genelor care determină procesele metabolismului vitaminelor în organism De regulă, aceasta este o patologie rară, care este mai pronunțată în transportul homozigot În cele mai multe cazuri, există semne clinice și de laborator ale anemiei cu deficit de vitamina B , dar unele forme au propriile lor simptome specifice, a căror patogeneză este supusă unor studii suplimentare Sindromul Imerslund-Gresbeck Baza patogenetică a sindromului este malabsorbția selectivă a vitaminei B în intestinul subțire din cauza funcției afectate sau scăderea numărului de receptori care leagă complexul de vitamina B -WF Boala este moștenită într-o manieră autosomal recesivă și afectează ambele sexe Primele semne ale sindromului Imerslund-Gresbeck apar la vârsta de - de luni, deși pot apărea mai târziu Caracterizat prin anemie megaloblastică și dezvoltarea proteinuriei în absența altor modificări ale urinei Indicatorii stării funcționale a rinichilor sunt normali, deși poate exista o scădere ușoară a filtrației renale fără semne de insuficiență renală Deficiența ereditară a FV Boala este cauzată de incapacitatea celulelor stomacului de a secreta un HF cu drepturi depline sau de secreția sa în cantitate insuficientă LABORATOR HEMATOLOGIE cantitatea nominală Boala se moștenește în mod autosomal recesiv Primele manifestări ale transportului homozigot se observă la copiii cu vârsta cuprinsă între - de luni după epuizarea rezervelor de vitamine primite de la mamă în uter Simptomele clinice și de laborator sunt mai în concordanță cu anemia cu deficit de vitamina B Tulburări congenitale ale metabolismului intracelular al vitaminei B În prezent, această patologie nu este bine înțeleasă Rolul principal în patogeneză este atribuit perturbării cineticii metaboliților vitaminei B , cauzată de o scădere a sintezei sau de întrerupere a activității enzimelor implicate în metabolismul intracelular al vitaminei Pacienților le lipsesc semnele clasice de anemie megaloblastică și neuropatie Conținutul de acid metilmalonic și homocisteină în sânge crește, nivelul de vitamina B] corespunde normalului Deficiența ereditară și anomalii funcționale ale transcobalaminei Absența congenitală a transcobalaminei II (la homozigoți) determină o deficiență profundă a vitaminei B în celule, dar nivelul acesteia în sânge rămâne normal Simptomele clinice și de laborator corespund anemiei cu deficit de vitamina B și încep să apară la un copil în copilărie În transportul heterozigot, un conținut redus de transcobalamină II de obicei nu provoacă semne clinice și de laborator ale bolii ANEMIA FOOLIODICA Necesarul zilnic de acid folic este de - mcg Rezervele sale sunt epuizate la - luni de la încetarea pătrunderii în organism Folații sunt sintetizați de plante și microorganisme Cea mai mare cantitate de acid folic se gaseste in legumele verzi, fructe, ficat, rinichi, drojdie Acidul folic este absorbit în duoden și jejunul proximal Capacitatea intestinului de a absorbi acidul folic depășește necesarul zilnic de vitamină Folatul, ca și vitamina B , joacă un rol cheie în multe tipuri de metabolism celular, inclusiv în sinteza aminoacizilor și a acizilor nucleici, necesari în special pentru proliferarea celulelor Coenzimele acidului folic sunt necesare pentru formarea compușilor purinici, biosinteza metioninei Cele mai frecvente cauze ale deficienței de acid folic în organism sunt: • aport inadecvat de acid folic din alimente; • nevoie crescută de folați (datorită sarcinii, hiperparatiroidismului, hematopoiezei intense, neoplasmelor maligne etc ); • malabsorbție (cu enterocolită cronică, patologie intestinală - sprue, boala celiacă, insuficiență pancreatică etc ); • metabolismul afectat al acidului folic (cu alcoolism, luarea de antagonişti ai acidului folic, contraceptive orale etc ); • epuizarea rezervelor de folat din ficat (datorită cirozei, cancerului hepatocelular, alcoolismului) Tinerii, femeile însărcinate se îmbolnăvesc mai des Predomină semnele anemiei: paloare a pielii cu subicterie ușoară, tahicardie, slăbiciune Simptomele neurologice sunt de obicei absente, tulburări ale tractului gastrointestinal - diaree, sindrom de malabsorbție, La persoanele cu epilepsie și schizofrenie, deficitul de acid folic duce la o creștere a convulsiilor și o agravare a cursului bolii Deficitul de acid folic crește riscul de complicații la sarcină și la naștere Modificările din sânge și măduva osoasă sunt similare cu anemia cu deficit de vitamina B În serul sanguin, există o scădere a nivelului de folat (norma este de - ng/ml), concentrația acestuia este redusă și în eritrocite (norma este de - ng/ml) HEMATOLOGIE DE LABORATOR Forme ereditare de anemie cu deficit de folat Formele ereditare de anemie cu deficit de folat sunt o patologie extrem de rară și nu au fost suficient studiate Baza patogenetică a bolii este cel mai adesea malabsorbția congenitală a folaților sau deficiența intracelulară a enzimelor implicate în metabolismul acidului folic Semnele clinice ale anemiei ereditare cu deficit de folat apar cel mai adesea la sugari sau la copilăria timpurie și se caracterizează în principal prin anorexie, retard psihomotorie, simptome neurologice, retard mintal și un risc crescut de boli infecțioase Semne determinate hematologic de anemie megaloblastică În cazul malabsorbției folaților, există o scădere a conținutului acestora în sânge, eritrocite și lichidul cefalorahidian ANEMIA MEGALOBLASTICĂ NU ASOCIAȚĂ CU DEFICIENȚĂ DE VITAMINĂ B ȘI DE ACID FOLIC Anemia megaloblastică ereditară în sindromul Lesch-Nyhan Boala este moștenită recesiv, legată de cromozomul X, se manifestă în copilărie sau copilărie timpurie Baza patogenetică a sindromului este o încălcare a metabolismului purinelor asociată cu o deficiență completă sau parțială a enzimei hipoxantinguanin fosforibosiltransferaza Această enzimă se găsește mai ales în celulele creierului și în ganglionii bazali Boala provoacă manifestări clinice severe: tulburări de dezvoltare psihică, semne de afectare severă a măduvei spinării, anemie megaloblastică Perturbarea metabolismului normal al hipoxantinei duce, de asemenea, la producția excesivă de acid uric și la dezvoltarea gutei Anemia megaloblastică ereditară datorată deficienței enzimelor implicate în metabolismul acidului orotic Boala se moștenește în mod autosomal recesiv La heterozigoți, boala nu se manifestă clinic Din cauza deficienței enzimelor orotat fosfo-ribozil transferază și/sau orotidin- -monofosfat decarboxilază, există o încălcare a sintezei uridin- -monofosfat din acidul orotic Aceasta determină scăderea cantității de pirimidină necesară pentru sinteza acizilor nucleici, cu dezvoltarea ulterioară a anemiei megaloblastice Se observă excreție urinară masivă de acid orotic Nivelurile serice de vitamina B și acid folic tind să crească Simptomele clinice apar la copii încă din primele luni de viață și se caracterizează printr-o întârziere a dezvoltării fizice și psihomotorii, o creștere a apariției bolilor infecțioase, malformații ale inimii, obstrucția parțială a tractului urinar Anemie megaloblastică dependentă de tiamină (sindrom Rogers) Boala este extrem de rară, moștenită în mod autosomal recesiv, primele simptome apar de obicei la copiii sub ani Mecanismul patogen nu a fost studiat Pacienții au surditate, diabet zaharat insulino-dependent, atrofie a nervului optic, întârziere în dezvoltarea psihomotorie și sunt posibile leziuni organice ale sistemului cardiovascular Există manifestări ale anemiei megaloblastice Conținutul de folați și cobalamină din serul sanguin este normal Nu există semne de deficit de tiamină, activitatea enzimelor dependente de tiamină nu este afectată Numirea tiaminei (vitamina B ) la pacienți duce la normalizarea parametrilor clinici și hematologici LABORATOR HEMATOLOGIE Anemia datorată distrugerii crescute a globulelor roșii (anemie hemolitică) Acesta este un grup mare de anemii cauzate de distrugerea crescută a globulelor roșii și scăderea speranței de viață a acestora CLASIFICAREA ANEMIEI HEMOLITICE Anemia hemolitică ereditară asociată cu o încălcare a: • structura membranei eritrocitare (microsferocitoză, eliptocitoză, stomatocitoză etc ); • activitatea enzimelor eritrocitare (deficit de glucozo- -fosfat dehidrogenazei, piruvat kinazei etc ); • structura sau sinteza hemoglobinei (talasemie, anemia falciforme) Anemii hemolitice dobândite: • imun (aloimun, autoimun); • asociat cu afectarea mecanică a eritrocitelor (sindrom hemolitic uremic, purpură trombotică trombocitopenică etc ); • din cauza infecţiei (malarie, toxoplasmoză); • asociat cu impactul factorilor fizici (daune termice), agenți chimici, medicamente, otrăvuri; • hemoglobinurie paroxistică nocturnă În funcție de mecanismul de dezvoltare și de localizare predominantă, se disting hemoliza intracelulară și intravasculară (Tabelele - ) Hemoliza intracelulară este cauzată de un defect ereditar al eritrocitelor (patologia enzimelor, membranei, structura hemoglobinei) sau prezența imunoglobulinelor pe membrana eritrocitară [anemie hemolitică autoimună (AIHA)] Distrugerea globulelor roșii are loc în mod normal în splină și ficat Cu hemoliza intravasculară, în patul vascular are loc distrugerea eritrocitelor Principalele cauze ale hemolizei intravasculare sunt: transfuzia de sânge incompatibil conform ABO, sistemele Rh, cu deficit de glucozo- -fosfat dehidrogenază, luarea de medicamente cu un efect oxidativ, afecțiuni și boli însoțite de fragmentarea eritrocitelor (proteze ale vaselor de sânge, valve cardiace, microangiopatie, sepsis, hemoglobinurie de marș etc ), unele AIHA, hemoglobinurie paroxistică nocturnă, malarie etc Tabelul - Caracteristici comparative ale hemolizei intracelulare și intravasculare Hemoliza semne intravascular intracelular Localizarea hemolizei Sistemul vascular RES Factor patogenetic Hemolizine, fermentopatie eritrocitară Anomalii de formă a eritrocitelor Hepagosplenomegalie minoră majoră Modificări morfologice în eritrocite Anizocitoză Microsferocitoză, ovalocitoză targetoid, falciformă etc Localizarea hemosiderozei Tubuli renali Splina, ficat, maduva osoasa Semne de laborator ale hemolizei Hemoglobinemie, hemoglobinurie hemosiderinurie, creșterea haptoglobinei Hiperbilirubinemie, creșterea activității LDH, creșterea stercobilinei în fecale și a urobilinei în urină HEMATOLOGIE DE LABORATOR oooh- la Manifestări clinice ale hemolizei: • sindrom anemic: • sindrom hemolitic (piele icterică, mucoase vizibile, urină închisă la culoare, splenomegalie); • defecte de dezvoltare (craniu turn, scurtarea degetelor mici etc ) anemie hemolitică ereditară; colelitiază, ulcere ale picioarelor Anemii hemolitice ereditare ANEMIE HEMOLITICĂ EREDITARĂ ASOCIATĂ CU PERTURBAREA STRUCTURII MEMBRANEI ERITROCITARE Anemia hemolitică microsferocitară (boala Minkowski-Chofard) Se moștenește în mod autosomal dominant, forma heterozigotă este mai frecventă Este distribuit aproape peste tot, în toate grupurile rasiale Cel mai adesea, boala se manifestă la vârsta de - ani, dar adesea semnele clinice sunt detectate în perioada neonatală Pot fi observate forme sporadice de anemie microsferocitară Patogeneza În microsferocitoză au fost descrise diverse defecte în compoziția sau funcția proteinelor membranei eritrocitare Un defect ereditar al membranei eritrocitelor crește permeabilitatea acesteia la ionii de sodiu și apă, ceea ce în cele din urmă modifică volumul celulei Cea mai comună formă autozomal dominantă este asociată cu o încălcare a interacțiunii spectrinei cu anchirina și proteina sau cu deficiența proteinei sau cu o deficiență combinată a anchirinei și spectrinei Interacțiunea slabă a proteinelor transmembranare poate duce la fragmentarea membranei, o scădere a suprafeței membranei, o creștere a permeabilității acesteia și o creștere a conținutului de substanțe active osmotic în celulă Astfel, sferocitoza ereditară este rezultatul unui defect al unor proteine implicate în formarea interacțiunii verticale a citoscheletului intern format pe spectrina cu proteinele transmembranare Încălcarea citoscheletului duce la o pierdere parțială a membranei, o scădere a suprafeței eritrocitelor, care este însoțită de o scădere a dimensiunii eritrocitelor și transformarea celulei într-un microsferocit Microsferocitele circulante au o durata de viata redusa (pana la - zile), rezistenta osmotica si mecanica redusa După - treceri prin splină, sferocitul suferă fagocitoză de către macrofage (hemoliză intracelulară) Se dezvoltă splenomegalie secundară, care agravează procesul hemolitic După splenectomie, perioada de ședere cu ferocite în sânge crește semnificativ tablou clinic Principalul simptom al bolii este sindromul hemolitic, care se manifestă prin icter, splenomegalie și anemie În funcție de forma de moștenire a patologiei (transmitere homo- sau heterozigotă), boala poate fi depistată în copilăria timpurie sau în perioadele ulterioare ale vieții Când o boală apare în copilărie, dezvoltarea normală a corpului este perturbată, ca urmare, se observă semne clinice pronunțate: deformarea scheletului (în special a craniului), se observă precoce o mărire a splinei și o întârziere generală a dezvoltării (infantilism splenogen) În forma heterozigotă a bolii, semnele clinice sunt ușoare, dar există modificări morfologice caracteristice ale eritrocitelor (microsferocitoză) Criza hemolitică apare sub influența factorilor provocatori (infecție, hipotermie, surmenaj, sarcină etc ) Anemia hemolitică microsferocitară are o evoluție cronică, însoțită de crize hemolitice periodice și remisiuni LABORATOR HEMATOLOGIE În timpul crizei, temperatura poate crește, apare icterul, dimensiunea splinei crește, iar anemia crește În perioada de remisiune, semnele bolii sunt nesemnificative Hemoliza mare și crizele hemolitice frecvente contribuie la creșterea rapidă a dimensiunii splinei, la o creștere constantă a concentrației de bilirubină neconjugată în sânge și la icterul scleral Sunt create condiții pentru stagnarea bilei în ficat, ceea ce duce uneori la complicații ale bolii hemolitice: formarea de pietre pigmentare în vezica biliară (colelitiază), angiocolecistita etc Uneori se dezvoltă ulcere trofice ale picioarelor, a căror vindecare este posibilă numai după splenectomie Modificări ale măduvei osoase Măduva osoasă este hipercelulară Focarele extramedulare ale hematopoiezei se dezvoltă în splină și în alte organe Predomină eritroblastele, al căror număr este de - % din celulele măduvei osoase, raportul dintre leucocite/eritrocite este de : sau mai mult Maturarea eritroblastelor și eliberarea eritrocitelor la periferie se desfășoară într-un ritm accelerat Cu hematopoieza intensă după o criză hemolitică severă, megaloblastele pot fi observate în măduva osoasă, aparent ca urmare a deficienței de vitamina B sau a consumului crescut de acid folic Foarte rar, eritroblastopenia se găsește în punctatul sternal - așa-numita criză regenerativă, care este reversibilă Modificări ale sângelui periferic Cu hemoliza severă necompensată, anemia este normocromă În același timp, anemia poate fi absentă pentru o lungă perioadă de timp, cu toate acestea, policromatofilia și reticulocitoza se găsesc în sângele periferic - semne ale eritropoiezei active ale măduvei osoase Eritrocitele (microsferocitele) se caracterizează printr-un diametru mic de microni în medie), grosime crescută și volum normal Grosimea medie este crescută la , - , microni Indicele sferic - raportul dintre diametrul (d) al unui eritrocit și grosimea acestuia (T) - este redus la o medie de , (la o rată de , - , ) Conținutul de hemoglobină din eritrocite este în limitele normale sau puțin mai mare Numărul de microsferocite în perioada de remisie și în forma latentă a bolii nu este mare, în timp ce în timpul crizei, hemoliza poate fi însoțită de o creștere de până la % sau mai mult Microsferocitele din frotiurile de sânge sunt mici, hipercromice, fără limpezire centrală Histograma eritrocitară prezintă o abatere la stânga, spre microcite, RDW este normală sau ușor crescută O caracteristică a anemiei hemolitice microsferocitare este hemoliza crescută în mod constant, care este însoțită de reticulocitoză În timpul crizei hemolitice, numărul de reticulocite ajunge la - % sau mai mult, în perioada de remisiune - nu depășește - % Reticulocitele au un diametru mare cu grosime normală Pot apărea eritrocite Criza hemolitică este însoțită de o mică leucocitoză neutrofilă Germenul trombocitar, de regulă, nu este modificat VSH în timpul crizei este crescut Unul dintre semnele caracteristice ale bolii este scăderea stabilității osmotice a eritrocitelor Printre pacienții cu anemie hemolitică microsferocitară, există pacienți care, în ciuda sferocitozei evidente, au rezistență osmotică normală a eritrocitelor În aceste cazuri, este necesar să se investigheze rezistența eritrocitelor la soluții saline hipotonice după incubarea lor preliminară timp de două zile Splenectomia nu elimină stabilitatea osmotică și mecanică redusă a globulelor roșii Dezvoltarea splenomegaliei cu sindrom de hipersplenism este însoțită de leucopenie, neutropenie și adesea trombocitopenie ușoară Există o scădere a haptoglobinei Consecințele hemolizei mari: bilirubinemie cu predominanța bilirubinei neconjugate, conținutul de urobi- HEMATOLOGIE DE LABORATOR pinogen, are o tentă maro-roșie, fecalele sunt puternic colorate din cauza cantității mari de stercobilinogen Anemia hemolitică ovalocitară (celulă ovală, ovalocitoză ereditară, eliptocitoză) O formă rară a bolii, comună în Africa de Vest ( %), este moștenită în mod autosomal dominant În funcție de transmiterea heterozigotă sau homozigotă, sunt posibile diverse manifestări clinice și hematologice ale bolii Patogeneza Boala se bazează pe patologia membranei eritrocitare Apare, de regulă, din cauza unui defect molecular al proteinelor citoscheletului membranei Baza mecanică pentru scăderea stabilității membranei este slăbirea legăturilor laterale dintre moleculele spectrinei (interacțiunea dimer-dimer) sau un defect al complexului spectrin-actină-proteină Cea mai frecventă cauză ( % din cazuri) de ovalocitoză ereditară este o mutație care duce la înlocuirea aminoacizilor în partea aminoterminală a a-spectrinei Mutațiile genelor responsabile de [sinteza -spectrinei] apar în aproximativ % din cazuri; purtarea heterozigotă a mutațiilor este însoțită de o varietate de manifestări clinice Durata de viață a ovalocitelor din organism este scurtată Boala se caracterizează prin hemoliză intracelulară cu distrugerea predominantă a eritrocitelor din splină tablou clinic Ca anomalie, ovalocitoza este în majoritatea cazurilor un purtător asimptomatic fără manifestări clinice, dar aproximativ % dintre pacienți dezvoltă anemie moderată sau chiar severă În forma homozigotă, semnele clinice ale anemiei ovalocitare practic nu diferă de microsferocitoză Boala se caracterizează printr-un curs cronic ușor cu crize hemolitice, însoțite de hemoliză compensată sau decompensată, icter și anemie, al căror nivel depinde de capacitățile compensatorii ale eritropoiezei Pacienții se caracterizează prin splenomegalie, sunt posibile modificări constituționale ale scheletului (craniului), ulcere trofice ale piciorului inferior și alte simptome care pot fi observate cu anemie hemolitică microsferocitară Modificări ale măduvei osoase Măduva osoasă se caracterizează printr-un tip de hematopoieză regenerativă sau hiperregenerativă cu predominanța eritroblastelor Raportul dintre leucocite/eritrocite este de : sau mai mult (datorită eritroblastelor) în funcție de activitatea hemolizei și a hematopoiezei măduvei osoase Modificări ale sângelui periferic Anemia este normocromă cu reticulocitoză mare Ovalocitele au volum mediu normal și conținut de hemoglobină Cel mai mare diametru al eritrocitelor ajunge la microni, cel mai mic - microni Ovalocitoza eritrocitelor poate fi de la la - % din celulele cu purtător heterozigot și până la % din eritrocite cu purtător homozigot de gene anormale Rezistența osmotică a ovalocitelor este redusă, autohemoliza este crescută, VSH este crescută Ovalocitoza ca formă simptomatică (cu un număr mic de ovalocite) poate apărea în diverse stări patologice, în principal în anemie hemolitică, boli hepatice, sindrom mielodisplazic Se cunoaște o combinație de ovalocitoză cu anemie falciforme, talasemie, anemie pernicioasă În astfel de cazuri, ovalocitoza este temporară și dispare odată cu tratamentul eficient al bolii de bază De aceea, doar acele cazuri în care cel puțin % din eritrocite au formă ovală și patologia este ereditară ar trebui atribuite ovalocitozei adevărate LABORATOR HEMATOLOGIE anemie hemolitică stomatocitară (stomatocitoză) O formă rară a bolii, moștenită în mod autosomal dominant Patogeneza Boala se bazează pe o încălcare a proteinelor structurale ale membranei eritrocitelor, ceea ce duce la o încălcare a reglării volumului celular Deformabilitatea unui eritrocite depinde de raportul dintre suprafața și volumul celulei Celula discoidă are capacitatea de a-și schimba forma și de a depăși spațiile înguste ale capilarelor, ceea ce facilitează și schimbul de oxigen în capilarele plămânilor și țesuturile periferice O celulă sferică practic nu își poate schimba forma; are o capacitate redusă de a face schimb de oxigen cu țesuturile Un eritrocit normal are o suprafață de aproximativ µm , un volum de aproximativ fl și o concentrație de hemoglobină de aproximativ g/L Proteinele membranare mari joacă un rol decisiv în schimbul transmembranar de cationi al eritrocitelor și, prin urmare, reglează volumul celulei Aceste proteine includ Na+, K+ transmembranar C -co-purtători, Na+, C -co-purtători, proteina schimbătoare de ioni- , Na', K+-co-purtători, Na*, K+-ATPaza, Ca* -ATPaza etc Încălcarea funcționării aceste proteine cu acumularea de cationi în interiorul eritrocitului duce la acumularea de apă în acesta și dobândirea sfericității celulare Anomalia eritrocitelor este însoțită de distrugerea crescută a acestora, în principal la nivelul splinei din cauza hemolizei intracelulare tablou clinic Poate fi cu diverse manifestări - de la compensarea completă la purtătorii genei patologice până la anemie hemolitică severă, asemănătoare cu microsferocitoza Hemoliza intracelulară a eritrocitelor este însoțită de o splina mărită, icter, tendința de a forma calculi biliari și modificări ale scheletului Modificări ale măduvei osoase Măduva osoasă este hipercelulară datorită germenului roșu expandat Indicatorii hematopoiezei măduvei osoase depind de severitatea hemolizei și de activitatea eritropoiezei Remisiunea poate să nu fie însoțită de anemie; în timpul unei crize, anemia este, de regulă, de natură regenerativă sau hiperregenerativă Modificări ale sângelui periferic Caracteristica morfologică a bolii este stomatocitoza, care se caracterizează prin prezența în centrul celulei a unei zone nepătate sub forma unei benzi luminoase alungite care seamănă cu forma unei guri (stomată latină - gura) sau o formă rotunjită Volumul eritrocitelor și concentrația de hemoglobină nu diferă de normă, rezistența eritrocitelor poate fi redusă În timpul crizelor hemolitice severe, se observă un nivel scăzut al hemoglobinei și o scădere a numărului de globule roșii Anemia este însoțită de un conținut crescut de reticulocite și bilirubină neconjugată Anemia hemolitică ereditară din cauza unei încălcări a structurii lipidice a membranei eritrocitare (acantocitoză) O boală rară care se moștenește în mod autosomal recesiv Acantocitoza ereditară este detectată cu abetalipoproteinemie O scădere a conținutului de colesterol, trigliceride, fosfolipide din sânge se reflectă în compoziția lipidică a membranei eritrocitare: concentrația de lecitină, fosfatidilcolină este redusă în ele, conținutul de sfingomielină este crescut, nivelul de colesterol este normal sau crescut , conținutul de fosfolipide este normal sau redus Toate aceste tulburări ale membranei eritrocitare contribuie la scăderea fluidității membranei și la modificarea formei acestora Celulele roșii din sânge dobândesc un contur zimțat asemănător cu frunzele de acant, așa că sunt numite acantocite Globulele roșii anormale sunt distruse în principal în splină prin hemoliză intracelulară tablou clinic Există semne de anemie, hemoliză eritrocitară, simptome de tulburări ale metabolismului lipidic: retinită pigmentară, nistagmus ocular, tremor mâinii, ataxie HEMATOLOGIE DE LABORATOR Modificări ale măduvei osoase Hiperplazia elementelor celulare ale eritropoiezei Modificări ale sângelui periferic Se observă anemie normocromă normocitară Principala caracteristică morfologică a acestei forme de anemie hemolitică este eritrocitele cu contur zimțat (acantocite), care pot constitui până la - % din eritrocite Se remarcă reticulocitoza Stabilitatea osmotică a eritrocitelor este normală sau redusă Numărul de leucocite și trombocite este în limitele normale ANEMIE HEMOLITICĂ EREDITARĂ CAUZĂ DE DEFICIENTA ENZIMELOR ERITROCITARE Anemiile hemolitice cauzate de un deficit de enzime eritrocitare (anemiile hemolitice nesferocitare) au un tip de moștenire recesiv Manifestările clinice și hematologice ale bolii depind de localizarea defectului enzimatic ereditar în eritrocite Fermentopatiile eritrocitare sunt asociate cu o deficiență a enzimelor glicolizei (piruvat kinaza, hexokinaza, glucozofosfat izomeraza, trioza fosfat izomeraza), calea pentozei fosfatului sau metabolismul glutationului (glucozo- -fosfat dehidrogenază, -fosfogluconaza și glutatona, -fosfat dehidrogenază, reductaza) Cel mai adesea, fermentopatia este asociată cu defecte ale glucozo- -fosfat dehidrogenazei, piruvat kinazei sau glutation reductază Enzimopatiile cu defecte în alte căi metabolice sunt rare și nu au semnificație practică în cauzarea anemiilor hemolitice Confirmarea de laborator a fermentopatiei eritrocitare se bazează pe determinarea biochimică a activității enzimatice în hemolizat Valorile de referință ale activității enzimelor eritrocitare sunt prezentate în tabel - Tabelul - Valori de referință ale activității enzimelor de glicoliză Activitatea enzimelor µmol substrat/g Hb în min µmol substrat/ eritrocite în min glicoliza Piruvat kinaza , + , + Hexokinaza , + , , + , Glucozofosfat izomeraza , ± , ± Trioză fosfat izomeraza ± ± Calea pentozei fosfatului și metabolismul glutationului H l yucozo- -fosfat dehidrogenază , + , , + , -fosfogliconat dehidrogenază , + , , ± , Glutation reductază , ± , , + , Deficit de glucoză- -fosfat dehidrogenază Glucozo- -fosfat dehidrogenaza (G- -PD) este singura enzimă a căii pentozo-fosfatului a cărei deficiență primară duce la anemie hemolitică Aceasta este cea mai frecventă fermentopatie eritrocitară: în lume, aproximativ de milioane de oameni au această patologie Predomină printre locuitorii bazinului mediteranean, Asia de Sud-Est India Gena pentru sinteza G- -PD este legată de cromozomul X, astfel încât boala se manifestă mult mai des la bărbați Anemia hemolitică asociată cu deficiența G- PD este mai des întâlnită la locuitorii din Azerbaidjan, Daghestan, mai rar în Asia Centrală, printre ruși este de aproximativ % Factorii provocatori ai crizei hemolitice pot fi bolile infectioase (gripa, salmoneloza, hepatita virala), alimentatia LABORATOR HEMATOLOGIE fasole (favism), inhalare de polen Acesta din urmă este de obicei însoțit de o criză hemolitică mai ușoară, dar apare la câteva minute după contactul cu polenul Caracteristicile favismului sunt hemoliza acută, care apare mai rapid decât cea cauzată de medicamente și tulburările dispeptice Criza hemolitică poate fi declanșată prin administrarea anumitor medicamente, cel mai adesea antimalarice (primachină, chinină, chinină*), sulfanilamidă (norsulfazol*, streptocid*, sulfadimetoxină, biseptol*), nitrofuran (furazolidonă, furadonin*), PAS*, antihelmintic și altele droguri Simptomele clinice pot apărea în a - -a zi de la începerea tratamentului Primele simptome sunt de obicei sclera icterică și urina închisă la culoare Întreruperea medicamentului exclude dezvoltarea unei crize hemolitice severe În caz contrar, în a -a zi, apare o criză hemolitică cu eliberarea de urină neagră sau maro, ca urmare a hemolizei intravasculare a eritrocitelor Într-o evoluție severă a bolii, temperatura crește, apar dureri de cap, vărsături și uneori diaree Există dificultăți de respirație, mărirea splinei Hemoliza intravasculară provoacă activarea coagulării sângelui, ceea ce poate duce la blocarea microcirculației la rinichi și la insuficiență renală acută În măduva osoasă, există o iritare ascuțită a eritropoiezei În sânge - anemie, în timpul crizei, cantitatea de hemoglobină scade la - g / l, numărul de reticulocite, leucocite crește cu o deplasare a formulei leucocitelor la stânga către mielocite Numărul de trombocite de obicei nu se modifică Într-o criză hemolitică severă, un număr mare de corpi Heinz-Ehrlich pot fi detectați ca urmare a precipitării lanțurilor de globine și a proteinelor membranei eritrocitare Se notează anizocitoză, poikilocitoză, policromatofilie, puncție bazofilă, corpi vesele În serul sanguin, conținutul de hemoglobină liberă crește (hemoliză intravasculară), concentrația de bilirubină neconjugată crește adesea și se observă hipohaptoglobinemie În urină - hemoglobinurie, hemosiderinurie Diagnosticul se bazează pe determinarea nivelului enzimei G- -PD Deficit de liruvat kinaza Piruvat kinaza catalizează formarea de ATP în stadiul final al glicolizei Deficiența piruvat kinazei poate duce la o scădere a ATP în eritrocite și la acumularea de produși intermediari ai glicolizei, care se formează în etapele anterioare Conținutul de produși finali ai glicolizei (piruvat și lactat) este redus Lipsa de ATP este însoțită de funcționarea afectată a pompei ATPazei eritrocitare și pierderea ionilor de potasiu O scădere a ionilor monovalenți în eritrocit duce la deshidratarea și încrețirea celulei, ceea ce face dificilă oxigenarea și eliberarea oxigenului de către hemoglobină În același timp, acumularea de produși intermediari ai glicolizei, în special , -difosfogliceratul, care scade afinitatea hemoglobinei pentru oxigen, facilitează livrarea oxigenului către țesuturi Simptomele clinice ale bolii sunt observate la purtătorii homozigoți Boala se caracterizează prin anemie hemolitică moderată până la severă cu hemoliză intracelulară Hemoliza crescută este depistată încă de la naștere, însoțită de crize hemolitice frecvente și severe Apariția semnelor bolii la vârsta de - de ani se caracterizează prin simptome clinice slabe sub formă de icter al sclerei și pielii Splenomegalia se observă aproape constant, uneori la purtătorii heterozigoți, deși au anemie de obicei absentă Criza hemolitică este provocată de infecție, efort fizic intens, sarcină, hemoliza crește în timpul menstruației Punctul măduvei osoase a prezentat eritrocariocitoză pronunțată HEMATOLOGIE DE LABORATOR Cel mai important criteriu de diagnostic este deficiența activității piruvat kinazei Efecte clinice pronunțate se observă în cazurile în care activitatea reziduală a enzimei este sub % din normă În sânge, în cele mai multe cazuri, există anemie normocromă nesferocitară cu ușoară anizocitoză și poikilocitoză Cantitatea de hemoglobină și eritrocite poate fi normală, scăzută și este posibilă anemie severă (Hb - - g/l), indicile eritrocitelor sunt aproape de normal Adesea, frotiurile relevă policromatofilie și eritrocite cu puncție bazofilă, uneori vizează eritrocite, eritrocariocite Reticulocitoza în timpul unei crize poate ajunge la % Numărul de leucocite și trombocite este de obicei normal, deși în cazuri rare există un defect enzimatic combinat al eritrocitelor, leucocitelor și trombocitelor VSH în absența anemiei severe este în limitele normale Rezistența osmotică a eritrocitelor nu se corelează cu forma deficienței enzimatice și chiar și cu același defect al eritrocitelor poate fi diferită În serul sanguin în timpul unei crize hemolitice, bilirubina neconjugată (indirectă) este crescută ANEMIE HEMOLITICĂ ASOCIATĂ CU DETERMINAREA SINTEZEI GLOBINELOR (HEMOGLOBINOPATIE) Există hemoglobinopatii cantitative și calitative În cazul hemoglobinopatiilor cantitative, există o încălcare a raportului dintre lanțurile de globine convenționale Hemoglobinopatiile calitative sunt boli în care o anomalie genetică duce la sinteza hemoglobinei cu o structură de globină alterată Baza diagnosticului de laborator al hemoglobinopatiilor calitative și cantitative este electroforeza hemoglobinei pe acetat de celuloză Talasemia Un grup eterogen de boli ereditare, care se bazează pe o încălcare a sintezei unuia dintre lanțurile de globină polileptide, ceea ce duce la o creștere a producției de alte lanțuri și la dezvoltarea unui dezechilibru între ele Talasemiile sunt clasificate ca hemoglobinopatii cantitative, deoarece structura lanțurilor hemoglobinei nu este modificată Mai frecvente (Z-talasemie Lanțurile sintetizate în exces se acumulează și se depun în eritrocitele din măduva osoasă și eritrocitele din sângele periferic, provocând deteriorarea membranei celulare și moartea prematură a celulelor Eritrocariocitele mor în splină, măduva osoasă Anemia este însoțită de o ușoară creștere a reticulocitelor Sinteza dezechilibrată a lanțurilor globinei provoacă eritropoieza ineficientă, hemoliza intracelulară a eritrocitelor din sângele periferic - splenomegalie și anemie hipocromă de severitate variabilă r-talasemia este o boală eterogenă În prezent, se știe că peste de mutații cauzează β-talasemie În mod obișnuit, defectul constă în formarea de ARNm de r-globină defect O varietate de defecte moleculare duce la faptul că așa-numita p-talasemie homozigotă prezintă adesea o stare dublă heterozigotă pentru diferite defecte în sinteza p-globinei Distinge p ° -talasemia, atunci când homozigoților le lipsește complet sinteza lanțurilor p ale globinei și p + -talasemia - cu sinteza parțial conservată a lanțurilor p Dintre p+-talasemiile se disting două forme principale: o formă severă mediteraneană, în care se sintetizează aproximativ % din lanțul normal (talasemie majoră, anemie Cooley) și o formă mai blândă, neagră, când aproximativ % din sinteza de lanțul p normal este păstrat Grupul p-talasemia include, de asemenea, p-talasemia și Hb Lepore Ca urmare, există diferențe semnificative în tabloul clinic al diferitelor forme de talasemie, cu toate acestea, pentru toate p-talasemiile, există comune HEMATOLOGIE DE LABORATOR hemoliza intracelulară a eritrocitelor, eritropoieza ineficientă în măduva osoasă și splenomegalie Talasemia majoră (anemie Cooley, talasemie majoră) Este considerată o formă homozigotă de talasemie, deși în multe cazuri boala este dublu heterozigotă pentru diferite forme de { -talasemie Clinic, boala se manifestă la sfârșitul a - ani de viață a unui copil cu splenomegalie, icter, paloarea pielii, modificări osoase (craniu pătrat, podul nasului turtit, pomeți proeminenti, îngustarea fisurilor palpebrale) Copiii sunt slab dezvoltați fizic În măduva osoasă se observă hiperplazia germenului roșu, se detectează un număr semnificativ de sideroblaste În sânge - anemie microcitară hipocromă (MCV, MCH, MCHC sunt reduse), anizocitoză ascuțită, eritrocite cu punctie bazofilă, eritrocariocite, poikilocitoză, eritrocite țintă, schizocite Chiar și în cazul anemiei severe, numărul de reticulocite nu este mare, deoarece eritropoieza ineficientă este exprimată în măduva osoasă Există o creștere a rezistenței osmotice a eritrocitelor Leucopenia cu limfocitoză relativă este caracteristică, în timpul crizei hemolitice - leucocitoză neutrofilă cu o deplasare a formulei leucocitelor spre stânga În serul sanguin apare hiperbilirubinemia din cauza bilirubinei neconjugate, iar conținutul de fier seric este crescut Depunerea excesivă de fier duce la sideroza organelor O trăsătură caracteristică a talasemiei majore este creșterea pronunțată a concentrației de hemoglobină fetală Cantitatea de HLA variaza in functie de tipul de talasemie La homozigotii cu [Y-talasemie, HLA este practic absent În [ +-talasemia (tip mediteranean) HbA variază de la la %, în |Y-talasemia de tip Negro, conținutul de HbA este mult mai mare Cu toate acestea, severitatea bolii nu se corelează întotdeauna cu cantitatea de hemoglobină fetală Conținutul de HbA poate fi diferit, mai des crescut, dar raportul HbA^/HbA este întotdeauna mai mic de : Diagnosticul este confirmat prin electroforeza hemoglobinei (nivel HbF - până la %) Thalassemia minor (thalassemia minor) este o formă heterozigotă [În talasemie Din punct de vedere clinic, talasemia minoră se caracterizează prin simptome mai puțin severe decât talasemia majoră și poate fi aproape asimptomatică În măduva osoasă - hiperplazia germenului eritroid, numărul de sideroblaste este crescut sau normal În sânge se observă anemie microcitară hipocromă moderată: o scădere moderată a hemoglobinei cu un număr normal și uneori crescut de eritrocite, o scădere a indicilor MCV, MCH, MCHC În frotiurile de sânge, se notează anizocitoză, poikilocitoză, țintirea eritrocitelor, poate exista puncție bazofilă a eritrocitelor, este detectată reticulocitoza Bilirubina serică neconjugată este moderat crescută, conținutul de fier este de obicei normal sau crescut Diagnosticul se stabilește pe baza rezultatelor determinării fracțiilor mici de hemoglobină HbA și HbF Pacienții cu forma heterozigotă de p-talasemie se caracterizează printr-o creștere a conținutului fracției HbA la , - %, iar la aproximativ jumătate dintre pacienți - HbF la , - % O -Talasemia apare atunci când o mutație a genelor situată în a -a pereche de cromozomi, care codifică sinteza lanțurilor a Cu un deficit de lanțuri cx, tetramerii lui Hb Bart (y ) se acumulează în sângele nou-născuților iar in perioada postnatala (si la adulti) - HHH (D) Există forme de cx-talasemie A-talasemia homozigotă se dezvoltă ca urmare a blocării complete a sintezei lanțurilor a și se caracterizează prin absența hemoglobinelor normale ( % din celule dintr-o linie mieloidă Explozii - % din sideroblastele inelare ( sau mai multe granule) Prezența displaziei numai în germenul eritroid % din celulele a două sau mai multe linii hematopoietice mieloide (neutrofile, eritroide și/sau megacariocitare), blaturi - % NEC** -/+ % din NEC, granulocite și monocite % din blasturi) Difuz Neinhibat m, rotunjite > % din blasturi, pot exista blasturi Auer - - %, granulocite > %, celule monocitoide - % NEC, granule, component - > % NEC, component monocitar - > % NEC, în p/cr - monocite - > x /l + În formă granulară difuză sau difuză Suprimată parțial Cha Blasturi absente rotunjite și în formă de fasole - > % NEC, componentă monocitară - > % NEC, monoblaste - > % componentă monocitară +/- În formă granulară difuză sau difuză Suprimată Cha Monocitoid Poate fi praf granularitate azurofilă Blasturi > % NEC, componenta monocitară > % NEC, monoblaste % NEC eritrocariocite - > %, diseritropoieză +/- Blasturi - difuze, normoblaste - granulare Nesuprimate R Rotund Bazofilie ascuțită a citoplasmei Blasturi -> % NEC - În formă difuză sau sub formă de blocuri confluente Nu este suprimată *MPO, mieloperoxidază **NEC este o componentă non-eritroidă a măduvei osoase HEMATOLOGIE DE LABORATOR Spre deosebire de monoblaste, acestea nu conțin α-naftil butirat esterază Eritroblastele din varianta M dau o reacție pozitivă la a-naftil acetat esterază și a-naftil butir esterază Reacția PAS în mieloblaste se prezintă sub formă difuză, în celulele monocitare - în formă difuz-granulară Prezența granulelor sau blocurilor PAS pozitive în eritrocite este caracteristică variantei M a AML, dar poate fi observată în sindromul mielodisplazic și unele anemii În ALL, produsul reacției PAS este detectat sub formă granulară în - % din cazuri Au fost descrise cazuri de LMA cu o distribuție similară a substanței PAS pozitive în mieloblaste Studiile citochimice, ca orice alte metode, au limitele lor, deoarece în unele cazuri de leucemie acută nu au caracter informativ sau interpretarea rezultatelor obținute este dificilă, ceea ce poate duce la diagnosticul unei variante de AL eronate În absența semnelor morfocitochimice ale diferențierii mieloide sau limfoide, este necesară imunofenotiparea care permite în cazuri dificile diferențierea leucemiilor limfoblastice acute și mieloide, diagnosticarea leucemiilor limfoblastice acute cu celule B și T, leucemiilor mieloide acute cu diferențiere mieloidă minimă și leucemiilor megacarioblastice (FAB - Mo și M ), detectarea leucemiilor coexprimatoare mieloide și limfoide antigene (așa-numitele leucemii bifenotipice) Determinarea cu precizie a variantei de leucemie acută este importantă pentru alegerea rațională a unui program de tratament adecvat și pentru prezicerea evoluției bolii Clasificarea OMS a tumorilor țesuturilor hematopoietice și limfoide ( ) și revizuirea acesteia în , bazată pe o combinație de date din studii morfologice și citogenetice, au propus noi abordări pentru evaluarea caracteristicilor clinice ale AML folosind caracteristicile biologice ale celulelor tumorale În conformitate cu recomandările OMS, diagnosticul de AL se stabilește atunci când numărul de celule blastice din măduva osoasă este mai mare de % Când se găsesc în măduva osoasă mai puțin % din celulele blastice, iar în sângele periferic - mai mult de % stabilesc și diagnosticul de leucemie acută Prezența a - % din blaști în măduva osoasă sugerează un diagnostic de anemie refractară cu excesul lor (leucemie acută cu procent scăzut) Dacă există mai puțin de % din toate celulele nucleate în măduva osoasă punctată, blastele sunt numărate în raport cu toate elementele sale nucleate Dacă procentul de eritrocariocite este de sau mai mult, atunci, în funcție de procentul de blasturi, acestea sunt recalculate pentru celulele nucleate non-eritroide Când numărul de explozii este de % sau mai mult, recalcularea nu este efectuată În versiunea actualizată a clasificării AML, se disting subgrupuri principale (Tabelul - ) AML cu mutația NPM și AML cu mutația CEBRA au fost adăugate condiționat AML cu anomalii genetice recurente AML cu t( : ) (q ;q ); RUNX -RUNX T se găsește în % din cazurile de LMA și în % din LMA cu varianta M , în principal la tineri Este posibilă localizarea primară extramedulară a tumorii sub formă de sarcom mieloid În astfel de cazuri, poate exista un procent scăzut de celule blastice în măduva osoasă, ceea ce nu este un motiv pentru a exclude diagnosticul de LMA Celulele blastice au caracteristici morfologice asemănătoare cu blasturile din varianta M Măduva osoasă conține granulocite imature și mature cu semne de displazie de severitate diferită Celulele blastice au o expresie ridicată a CD , HLA-DR, MPO, CD și o expresie relativ scăzută a CD În unele cazuri, există o expresie slabă a TdT Uneori există co-exprimarea CD /CD , ceea ce indică maturarea asincronă a blastelor caracteristică HEMATOLOGIE DE LABORATOR Tabelul - Clasificarea leucemiilor mieloide acute (OMS ) AML cu anomalii genetice recurente AML cu t( ; ) (q ; q ); RUNX -RUNX T Varianta ct( ; ) (q ; q )n de leucemie promielocitară acută; PML-RARA AML cinv( ) (p q ) sau t( ) (p ; qM); CBFB-MYH AML ct( ; ) (p ; q ); MLLT -MLL AML ct( ; ) (p ; q ); DEK-NUP AML cu inv( ) (q ; q ) sau t( ; ) (q ; q ); RPN -EVI RML ct( ; ) (p ; q ); RBM -MKL AML cu modificări legate de mielodisplazie AML cu antecedente de MDS sau MDS/tumori mieloproliferative AML cu anomalii citogenetice asociate cu MDS AML cu modificări displazice în mai mult de % din celule din două sau mai multe linii mieloide Neoplasme mieloide asociate cu terapia anterioară (t-AML) AML ne caracterizat altfel AML cu diferențiere minimă AML fără maturare AML cu maturare Leucemie mielomonoblastică acută Leucemie acută monoblastică și monocitară Eritroleucemie acută: eritromieloză (> % eritrocariocite + > % celule blastice) și eritroleucemie adevărată (> % eritrocariocite) Leucemie acută megacarioblastică Leucemie acută bazofilă Panmieloză acută cu mielofibroză sarcom mieloid Boli proliferative mieloide asociate cu sindromul Down Neoplasm blastic al celulelor dendritice plasmacitoide co-expresia CD /CD pe celulele blastice AML ct( ; ) se caracterizează de obicei printr-un răspuns bun la chimioterapie, un procent ridicat de remisiuni complete și o supraviețuire lungă fără boală Factorii de prognostic nefavorabil includ expresia CD și mutațiile KIT AML cu ipv( ) (pl q ) sau t( ; ) (рІЗ ; ql ); CBFB-MYH se caracterizează prin diferențiere granulocitară și monocitară și un număr crescut de eozinofile în măduva osoasă Reprezintă - % din cazurile de AML Apare la orice grupă de vârstă Caracteristicile morfologice ale celulelor blastice corespund cu AML-M În măduva osoasă, un număr crescut de eozinofile este adesea găsit în orice stadiu al diferențierii lor Prezența anomaliilor sub formă de granule imature în stadiul promielocitului și mielocitului eozinofil este caracteristică În eozinofilele anormale, există o reacție slabă la naftil-ASD-cloroacetat esteraza, care le deosebește de celulele normale, în care reacția este negativă În sângele periferic, eozinofilia este mult mai puțin frecventă decât în măduva osoasă Cu imunofenotiparea, este posibil să se identifice mai multe populații de blasturi în conformitate cu expresia unui număr de markeri De exemplu, celulele blastice imature sunt caracterizate prin expresia CD +CD +, având diferențiere granulocitară - CD , CD , CD CD , MPO, diferențiere monocitară - CD , CD , CD , CDI b, CDllc, CD Adesea există o expresie asincronă a antigenelor Posibilă co-exprimare a CD cu markeri mieloizi, care nu este specifică acestei variante de AML AML cu ipv( ) (pID ; q ) sau t( ) (pID ; qll) se caracterizează printr-un răspuns bun la terapie și remisiuni complete pe termen lung Pacienții vârstnici au o rată de supraviețuire mai scăzută și, în prezența mutațiilor KIT, un risc ridicat de recidivă AML cu t( ;ll) (p : q ); MLLT -MLL este cel mai frecvent la copii ( - % din LMA), la adulți reprezintă % din totalul LMA Adesea în tabloul clinic există DIC Caracteristici morfologice și fenotipice LABORATOR HEMATOLOGIE celulele blastice corespund AML-M a sau AML-M Predomină monoblastele și promonocitele În - % din cazuri, celulele blastice exprimă HLA-DR, CD , CDllb, CD , CD , CD , CD , mai rar CD , CD , CD Co-exprimarea markerilor limfoizi CD , CD nu este o caracteristică distinctivă a acestei leucemii AML cu t ( : x (p ; q ); DEK-NUP se găsește în , - , % din cazuri atât la copii, cât și la adulți Caracteristicile morfologice și imunofenotipice ale celulelor blastice corespund AML-M mai rar -M sau -M În - % din cazuri, se observă bazofilie (> %) și displazie în măduva osoasă și sângele periferic, mai des decât germenii granulocitari și eritroizi La debutul bolii, blasturile sunt mai des pozitive pentru CD , CD , CD , CD , HLA-DR, MPO și pot fi negative pentru CD Expresia TdT este suprareglată în jumătate din cazuri Prognosticul este prost AML cu inv( ) (q ; q ) sau t( ; ) (q ; q ); RPN -EVI reprezintă - % din totalul AML Caracteristicile morfologice și imunofenotipice ale celulelor blastice pot corespunde oricărei variante a clasificării FAB, cu excepția AML-MG Trombocitoza este frecventă în sângele periferic și un număr crescut de megacariocite atipice în măduva osoasă Caracterizat prin semne de displazie multiliniară Fenotipul celulelor blastice este CD , CD , CD , CD , HLA-DR Expresia adesea aberantă a CD , rareori CD sau CD AML cu inv( ) (q ; q ) sau t ( : ) (q ; q ); RPN -EVI este o boală agresivă caracterizată prin supraviețuirea scurtă a pacientului AML cu modificări legate de mielodisplazie AML din acest grup apare în principal la pacienții vârstnici și reprezintă - % din toate cazurile Pancitopenia severă este caracteristică Criteriile de diagnosticare a acestei variante de AML sunt prezentate în tabel - Tabelul - Criterii pentru diagnosticul AML cu modificări asociate cu mielodisplazie Criterii > % din blastele din măduva osoasă sau din sânge și oricare dintre următoarele • Istoricul anterioară de MDS • Anomalii citogenetice asociate MDS • Displazie multiliniară Și absența ambelor semne • Terapie citotoxică anterioară pentru alte boli • Anomalii citogenetice descrise în AML cu anomalii genetice recurente Pentru a stabili diagnosticul de LMA cu modificări asociate cu mielodisplazie, este necesară evidența displaziei în cel puțin % dintre celule, cel puțin două linii celulare Acest grup de AML este eterogen și poate include diverse variante morfologice conform clasificării FAB Blasturile exprimă adesea CD , CD dim, CD , CD , CD Poate fi observată expresia aberantă a CD și CD Diagnosticul diferențial se realizează cu anemie refractară cu exces de blaști și ML-M /M De exemplu, dacă măduva osoasă are > % blaști, > % eritrocite, displazie multiliniară și monosomie , un diagnostic de LMA cu modificări legate de mielodisplazie este preferabil decât eritromieloza acută În mod similar, dacă sunt prezente > % megacarioblaste și displazie multiliniară, diagnosticul este LMA cu modificări legate de mielodisplazie Prognosticul acestei variante de AML este nefavorabil În unele cazuri, celulele blastice din măduva osoasă reprezintă - %, iar anterior această opțiune era denumită RAIBT (anemie refractară cu exces de blaști în transformarea FAB) HEMATOLOGIE DE LABORATOR clasificare) Se caracterizează printr-o progresie lentă și un număr relativ stabil de sânge periferic Neoplasme mieloide asociate cu terapia anterioară Acest grup include AML asociată cu terapia anterioară (t-AML), MDS (t-MDS) și t-MDS/tumori mieloproliferative (MPO) ca complicații tardive ale citotoxicelor sau radioterapiei prescrise pentru bolile neoplazice sau non-neoplazice anterioare Aceste boli reprezintă aproximativ - % din toate cazurile de AML, MDS și t-MDS/MPO Riscul de a dezvolta aceste boli este crescut în special atunci când se iau medicamente alchilante și inhibitori ai topoizomerazei II Dezvoltarea acestor tumori are loc în medie la - ani de la utilizarea medicamentelor alchilante și a radioterapiei Cel mai adesea, astfel de pacienți au semne de t-MDS, insuficiență medulară sub formă de citopenie cu una sau trei linii, mai rar se observă t-MDS/MPO și t-AML Aproximativ - % dintre pacienți au o perioadă de latentă de - ani sau mai mult aceasta este în general asociată cu utilizarea inhibitorilor topoizomerazei II O caracteristică a dezvoltării neoplasmelor mieloide la acest subgrup de pacienți este absența unei faze mielodisplazice În cele mai multe cazuri, t-AML și t-MDS sunt asociate cu caracteristicile displaziei multilineare În sângele periferic se observă anemie, adesea macrocitară, poikilocitoza, bazofilia sunt caracteristice Celularitatea măduvei osoase variază, fibroză observată în % din cazuri Nu există caracteristici imunofenotipice specifice Subgrupul de LMA la care se face referire în clasificarea OMS ca "LMA necaracterizată altfel" constă din variantele LMA specificate în clasificarea FAB din Leucemii mieloblastice acute cu diferențiere mieloidă minimă a blaștilor (Mo) Frecvența de apariție este de - % din totalul AML Blasturile se caracterizează prin dimensiuni medii sau mari, nuclee rotunde sau ovale, cromatina fină, prezența nucleolilor ( - ), citoplasmă slab bazofilă fără granularitate Reacțiile citochimice la mieloperoxidază și lipide sunt de obicei negative, α-naftil acetat esteraza este slab pozitivă, reacția PAS difuză, care în unele cazuri sugerează diferențierea mieloidă a acestor blasti Această variantă nu poate fi diagnosticată prin metode morfocitochimice Pentru a confirma varianta M a AML, este necesară imunofenotiparea blastelor pentru a detecta expresia antigenelor mieloide CD și/sau CD , CD și mieloperoxidaza intracitoplasmatică Celulele blastice din această variantă de OL exprimă în majoritatea cazurilor HLA-DR, CD , CD Odată cu exprimarea markerilor diferențierii mieloide, celulele tumorale în - % din cazuri coexprimă antigenele limfoide CD , CD , CD , CD , TdT Leucemie mieloidă acută fără maturare (M/ Frecvența de apariție este de - % din totalul AML, caracterizată printr-o scădere bruscă a numărului de granulocite mature și o creștere a numărului de mieloblaste (> %) Pentru o distincție clară între variantele M,- și M -în clasificarea FAB, se propune un criteriu - valoarea prag a granulocitelor maturizate în mielogramă, începând de la stadiul promielocitelor Indicatorul determinant pentru Mx este mai mic de % din celulele germenului granulocitar, iar pentru M - mai mult de % Celulele blastice se caracterizează prin polimorfism pronunțat în dimensiunea celulei, forma nucleelor, numărul de nucleoli Nucleii sunt rotunzi sau ovali, cromatina este reticulata, uniform distribuita, sunt - nucleoli in nucleu Conform clasificării FAB, blastele de tip I se disting - cu absența granularității în ele atunci când sunt colorate conform LABORATOR HEMATOLOGIE Romanovsky-Giemsa, tip II - cu granularitate azurofilă și/sau tije Auer (prezența lor în citoplasma celulelor blastice ne permite să clasificam celulele ca un tip mai diferențiat decât varianta MA Citoplasma este albastru pal, uneori vacuolată Mai mult de % din blasturi dau o reacție pozitivă la mieloperoxidază și/sau lipide, reacția PAS este prezentată într-o formă difuză Reacția la esterază nespecifică este slabă și nu este inhibată de fluorura de sodiu AML fără maturare este un grup mai definit imunologic în comparație cu varianta M Celulele tumorale sunt caracterizate printr-un nivel ridicat de expresie a mieloidului (CD , CD , CD , CD , MPO citoplasmatic) și a antigenelor nerestricționate liniar (HLA-DR, CD S) Expresia CD este mai puțin pronunțată decât în Mo; CD , CDllb, CD , CD sunt detectate rar Leucemie mieloidă acută cu maturare (M ) Frecvența de apariție este de - % Blaturile de tip I și II reprezintă - % Se caracterizează prin dimensiuni medii și mari, raport nuclear-citoplasmatic moderat, nuclei rotunjiți sau de formă neregulată și prezența mai multor nucleoli Citoplasma este slab bazofilă, cu numeroase granule azurofile și bastonașe Auer unice în mai mult de % din celule Caracteristic variantei M a AML este un raport diferit al celulelor maturizate din seria granulocitară, adesea cu semne de displazie Celulele blastice sunt caracterizate printr-o reacție pozitivă la MPO și o reacție difuză PAS În timpul imunofenotipării celulelor blastice ale M uvariante, se înregistrează o activitate pronunțată a MPO citoplasmatică, expresia CDllb, CD , CD , CD și CD crește, ceea ce corespunde unei maturități mai pronunțate a mieloblastelor în varianta M , comparativ cu Mg În - % din cazuri, apare o translocație tipică t( ; ), care este un marker favorabil prognostic atât la adulți, cât și la copii Leucemie acută promielocitară (M ) Frecvența de apariție este de - %, predomină la pacienții tineri Există variante hiper și hipogranulare (M v) Leucemia promielocitară acută are o serie de caracteristici clinice și biologice Blocul de diferențiere a celulelor blastice are loc în stadiul promielocitelor, care constituie substratul morfologic al tumorii Tabloul clinic al bolii se caracterizează printr-un sindrom hemoragic pronunțat, complicat de dezvoltarea DIC Blasturile (promielocite atipice) se caracterizează prin dimensiune medie (diametru - - microni), raport nuclear-citoplasmatic ridicat, anizocitoză a celulelor și nucleele lor polimorfe de formă de fasole, răsucite, pliate, lobate Acestea din urmă sunt adesea amplasate excentric; hipercromia lor este caracteristică precum şi absenţa nucleolului Citoplasma este albastră cu granularitate azurofilă grosieră, abundentă, polimorfă Granulele variază ca mărime, formă; cele mari se pot contopi, formând bastoanele lui Auer, uneori sub formă de mănunchiuri În unele cazuri, se observă promielocite hipergranulare distruse, în timp ce granule și bastonașe Auer sunt determinate extracelular Numărul de explozii cu granularitate este de cel puțin % Celulele blastice se caracterizează prin activitate pronunțată a mieloperoxidazei, lipidelor, substanței PAS pozitive în formă difuză Imunofenotipul celulelor blastice ale variantei M a AML este asociat cu o expresie pronunțată a antigenelor mieloide - MPO, CD , CD , CD Variantele hiper- și hipogranulare ale leucemiei promielocitare acute sunt caracterizate printr-un nivel scăzut al expresiei CD și absența antigenului HLA-DR HEMATOLOGIE DE LABORATOR La marea majoritate a pacienților cu leucemie promielocitară acută este detectată o anomalie cromozomială specifică - translocarea t ( ; ) Leucemie mielomonoblastică acută (M ) Frecvența de apariție este de - % din totalul AML Această variantă de AML se stabilește în prezența a % sau mai multe celule blastice cu caracteristici citomorfologice ale mieloblastelor de tip I și II, monoblaste și promonocite Componenta monocitară din măduva osoasă este de cel puțin % din totalul NEC, iar în sângele periferic - cel puțin x /l Monoblastele sunt celule mai mari în comparație cu mieloblastele cu un raport nuclear-citoplasmatic ridicat Nucleii au formă rotundă sau ovală, cu cromatina distribuită uniform, conțin cel mai adesea un nucleol Poate fi prezentă citoplasmă de diferite grade de bazofilie, granularitate azurofilă prăfuită Odată cu aceasta, în sângele periferic se găsesc celule mai diferențiate, promonocitele Atât monoblastele cât și promonocitele sunt caracterizate prin polimorfism Mieloblastele și celulele imature ale seriei granulocitare sunt similare ca caracteristici citomorfologice cu cele din ML-M Tijele Auer sunt destul de comune la mieloblaste În timpul examinării citochimice, o parte a blastelor are trăsături caracteristice celulelor din seria granulocitară, restul - a liniei de diferențiere monocitară Mieloblastele prezintă o reacție moderată și pronunțată la MPO, cloracetat esterază și lipide Pentru monoblaste, este caracteristică o reacție pronunțată la o esterază nespecifică inhibată de fluorură de sodiu; răspunsul la MPO este negativ sau slab Reacția PAS la mieloblaste este difuză, la monoblaste este difuz-granulară Varianta M a AML este caracterizată prin exprimarea antigenelor de diferențiere granulocitară și monocitară (CDllb, CD , CD , CD , CD ), antigen HLA-DR În % din cazuri, se notează expresia CD , care este un semn indirect al unei orientări monocitare Prezența antigenului CD se corelează cu varianta M Eo Diagnosticul diferențial al OML-M este cel mai adesea efectuat cu AML-M și AML-M b Cu ML-M , numărul de celule din seria monocitară din măduva osoasă este mai mic de %, iar în sângele periferic - mai mic de x /l, ceea ce este confirmat de rezultatele studiilor citochimice Cu ML-M b, conținutul de celule monocitare din măduva osoasă este de cel puțin % În - % din cazurile cu AML-M se observă eozinofilia la nivelul măduvei osoase (mai mult de %), reprezentată atât de eozinofile imature, cât și de cele mature În sângele periferic, numărul lor nu crește O caracteristică a M Ei este prezența unui marker citogenetic - ipv( ) (pIZ; q ) și t( ; ), focare mai frecvente de hematopoieza extramedulară (ganglioni limfatici cervicali, amigdale, ovar și intestine) AML-M Eo se caracterizează printr-o evoluție mai favorabilă a bolii Leucemie monoblastică acută fără maturare (M ) Frecvența de apariție este de - % din toate cazurile de LMA Mai des observat la o vârstă fragedă Celulele blastice din măduva osoasă reprezintă mai mult de % Se caracterizează prin dimensiuni mari, raport nuclear-citoplasmatic moderat, nuclee mari, rotunde sau în formă de fasole, structură cromatinică delicat reticulata, - nucleoli, citoplasmă de diferite grade de bazofilie, formând pseudopodii Granule azurofile delicate pot fi găsite în citoplasma vacuolizată a celulelor Pot fi prezente promonocitele La monoblastele tipice, tijele Auer nu sunt de obicei detectate Monoblastele se caracterizează printr-o reacție pronunțată la estezia nespecifică LABORATOR HEMATOLOGIE odată complet inhibat de fluorura de sodiu În unele cazuri, poate exista o reacție slabă la MPO Natura reacției PAS este diferită În cele mai multe cazuri, colorarea este slabă Blasturile variantei M a AML sunt caracterizate printr-un imunofenotip polimorf Ele exprimă de obicei MPO, HLA-DR, CD , CDllb, CDllc, CD , CD În % din cazuri, blastele au antigenul de suprafață CD , foarte rar detectează CD În cele mai multe cazuri, celulele exprimă CD , CD , rareori CD Expresia CD caracterizează în principal orientarea monocitară a celulelor blastice, cu toate acestea, acest antigen poate fi absent în varianta M a AML la copii Un marker citogenetic frecvent este llq , care este asociat cu un prognostic prost, există focare de hematopoieză extramedulară Leucemie monoblastică acută cu maturare (M b) AML-M^ este un tip de leucemie acută monoblastică cu un nivel mai ridicat de diferențiere Frecvența acestei variante de AML este de - % În populația leucemică predomină promonocitele - celule mari cu citoplasmă extinsă de culoare albastru pal, care conține granularitate azurofilă Nucleii sunt în formă de fasole, lobați, structura cromatinei este delicată, nucleolii sunt neclari Monoblastele din măduva osoasă reprezintă mai puțin de % Principalul marker citochimic al celulelor de natură monocitară este prezența în ele a unei esteraze nespecifice inhibată de fluorura de sodiu Eritromieloză acută (MB) Frecvența de apariție este de - % din totalul AML Componenta eritroidă depășește % din toate celulele nucleate din măduva osoasă Blasturile sunt de obicei reprezentate de două tipuri de celule: eritroblaste și mieloblaste Există o proliferare pronunțată a celulelor roșii cu semne morfologice de diseritropoieză (cum ar fi multinuclearea eritronormoblastelor, punți intercelulare și internucleare, nuclei megaloblastoizi, cariorexie, contururi neuniforme ale membranei nucleare, urâțenie a nucleelor, a căror formă seamănă cu o rozetă) trefoil, puncție bazofilă, corpi vesele, vacuolizarea citoplasmei) În unele cazuri, eritropoieza poate fi megaloblastică În AML-M se găsesc mieloblaste de tip I și de tip II Destul de des, bețișoarele Auer se găsesc în citoplasma lor În sângele periferic, pot fi determinate celule din seria eritroidă și celule imature ale germenului granulocitar Clasificarea FAB distinge două subvariante: OML-M a, în care există două populații de celule blastice (mieloblaste și eritroblaste) în măduva osoasă și AML-M b, reprezentând proliferarea tumorală a celulelor comise doar în direcția eritroidă Nu există mieloblaste Celulele eritroide la ML-M se caracterizează printr-o reacție PAS granulară sub formă de granule sau blocuri mari Reacția la MPO este negativă, activitatea esterazei nespecifice este posibilă în zona aparatului Golgi O caracteristică a fenotipului imunologic al eritroblastelor este expresia ridicată a antigenului eritroid, glicoforina A (GPA) Pe suprafața eritroblastelor, antigenele nerestricționate liniar HLA-DR, CD , receptorul de transferină CD , mai rar CD sunt detectați cu o frecvență înaltă; poate fi detectat antigenul celulelor T CD Celulele componentei mieloide exprimă CD , CD și MPO Frecvența înaltă de detectare a antigenelor nerestricționate liniar și a CD indică predominanța progenitorilor eritroizi timpurii (RFU-E), care sunt caracterizați prin imunofenotipul CD 'HLA'DR+CD " Cel mai comun marker citogenetic al variantei M a AML este o ștergere (del) a cromozomilor și , care este asociată cu un prognostic prost HEMATOLOGIE DE LABORATOR Leucemie acută megacarioblastică (M ) Este foarte rar (mai puțin de % din toate cazurile de LMA) la toate grupele de vârstă AML-M a fost asociat cu sindromul Down Celulele blastice pot fi destul de diverse - de la blasturi mici nediferențiate la celule mari cu o margine citoplasmatică extinsă care conține granule azurofile Blasturile sunt caracterizate printr-un raport nuclear-citoplasmatic ridicat, o formă rotunjită a nucleelor, o distribuție uniformă a cromatinei, hipercromie și un proces, citoplasmă puternic bazofilă În cazuri rare, sunt dezvăluite semne de diferențiere megacariocitară și sunt determinate promegacariocite Megacariocitele mature sunt de obicei mai mici decât cele normale, nucleele lor nu au o structură lobată Megacarioblastele și promegacariocitele pot fi aranjate în grupuri mici, mimând metastazele neoplasmelor maligne din măduva osoasă În sângele periferic se găsește o populație monomorfă de celule blastice nediferențiate sau cu semne de diferențiere megacariocitară Trombocitele se caracterizează prin anizocitoză, există celule mari, alungite, parțial sau complet lipsite de granule Sângele periferic poate conține normoblaste unice și granulocite imature În studiul citochimic, celulele blastice dau o reacție negativă la MPO, lipide, reacția PAS într-o formă difuz-granulară În blasturi, este detectată o esterază nespecifică cu substratul n-naftil acetat Diagnosticul morfologic al invariantului AML este foarte dificil Doar fenotiparea imunologică face posibilă stabilirea diferențierii megacariocitare a blaștilor și efectuarea diagnosticului diferențial cu LAM, variantele Mo, M ale LMA, metastazele măduvei osoase ale tumorilor maligne cu celule mici (Tabelul - ) Celulele atipice exprimă antigene CD a și/sau CD b și/sau CD În cele mai multe cazuri, expresia antigenelor mieloide CD , CD se găsește pe celulele blastice, se găsesc antigene liniar nerestricționate - HLA-DR, CD , CD Tabelul - Caracteristicile imunologice ale LMA Indicator mv m /mg M m, mt MPO +/- + + + -/+ -/+ - CD +/- + + + +/- - - CD +/- + + + +/- - +/- CD - - - +/- - - CD - +/- +/- + + +/- - CD - +/- -/+ +/- + - - CD +/- +/- + + + + + CD +/- +/- - -/+ - - - CD - - - - - - + CD - - - - - - + Glicoforin A - - - - - + - HLA-DR +/- + - + + - + Note: - - reactie negativa; -/+ - expresia antigenului este observată în mai puțin de % din cazuri; -g/ expresia antigenului este observată în mai mult de % din cazuri; + - pozitiv reacţie Anomaliile cromozomului - ipv( ), t( ; ), t( ; ), trisomia cromozomului pot fi asociate cu leucemia micarioblastică În clasificarea OMS se distinge leucemia acută bazofilă, în care blastele au o dimensiune medie, citoplasmă moderat bazofilă cu bazofilă HEMATOLOGIE DE LABORATOR ny granule Reacțiile citochimice la MPO, lipide și esterază nespecifică în celulele blastice sunt negative În leucemia acută bazofilă, blastele au o reacție pozitivă cu albastru de toluidină și o reacție difuză la fosfataza acidă Celulele blastice exprimă CD , mai rar CD , CD LEUCEMIE LIMFOBLASTICĂ ACUTĂ Leucemia limfoblastică acută (LLA) este un grup eterogen de boli, fiecare dintre ele având caracteristici clinice, imunologice și prognostice ALL la copii reprezintă până la % din hemoblastoze și până la % din toate tumorile Comparația clasificărilor FAB și OMS ale ALL este prezentată în tabel - Dacă mai puțin de % din celulele blastice sunt prezente în măduva osoasă, afecțiunea este considerată limfom limfoblastic Tabelul - Comparația clasificărilor FAB și WHO ALL Clasificare FAB Clasificare OMS > % explozii > % explozii -/ -g-MORFOLOGIE Pre-B-ALL (subgrupuri citogenetice) Varianta morfologică diferită t( ; ) (q ; q ) BCR/ABL t(V; ) (V; q ) Rearanjare MLL t( ; ) (q ; p ) E A/PBX t( ; ) (p ; q ) ETV /RUNX (TEL/AML ) Hipodiloidie cromozomi Pre-T-ALL (subgrupe citogenetice t(V; ) (V;q - ) ѣ leucemie asemănătoare Burkitt Tabloul clinic al LLA este foarte variabil și este cauzat de infiltrarea tumorală și disfuncția organelor afectate Disfuncția măduvei osoase se manifestă prin sindrom anemic; rezultatul trombocitopeniei și coagulopatiei este sindromul hemoragic (sângerare, purpură) Sindromul hiperplazic include limfadenopatie, hepatosplenomegalie, dureri osoase, mărirea testiculelor Sindromul de intoxicație se manifestă prin febră, astenie, scădere în greutate Semne citochimice ale celulelor blastice în ALL: limfoblastele sunt caracterizate printr-o reacție PAS pozitivă, detectată în mai mult de % din celule sub formă de granule mici sau mari, uneori fuzionate în blocuri, și o reacție negativă la MPO și cloroacetat esterază Reacția la lipide este cel mai adesea negativă, în cazuri rare - pozitivă Cea mai informativă și decisivă metodă de diagnosticare a LLA este citometria în flux folosind anticorpi monoclonali, care vă permite să stabiliți orientarea liniară a celulelor blastice, precum și stadiul de diferențiere în cadrul fiecărei linii, pentru a diagnostica AL bifenotip și biliniar Diagnosticul modern al LLA ar trebui să includă cercetarea genetică citogenetică și moleculară pentru ideea de gificare a aberațiilor cromozomiale genetice semnificative clinic În stadiul de diagnostic, este obligatorie efectuarea unei puncție lombară pentru a identifica o leziune ascunsă clinic a meningelor Clasificarea imunofenotipică modernă a LLA se bazează pe detectarea exprimării antigenelor nucleare, citoplasmatice și de suprafață a celulelor blastice Diverse etape de diferențiere a celulelor limfoide sunt caracterizate prin exprimarea unor antigene specifice, a căror detectare vă permite să stabiliți un bloc în diferențierea celulelor leucemice HEMATOLOGIE DE LABORATOR Conform propunerii Grupului European pentru Studiul Leucemiei Acute (EGIL, ), toate LAL sunt împărțite în două mari grupe: orientare B- și T-liniară, care, la rândul lor, sunt împărțite în subtipuri în funcție de stadiu de diferenţiere normală a limfocitelor (Tabelul - ) Tabelul - Clasificarea imunologică a LLA (EGIL, ) Fenotipuri Antigene B-line*: B-I (pro-B) ALL CD * și/sau CD a' și/sau CD * citoplasmatic B-II (sottop) TOATE CD * B-III (pre-B) TOATE Lanțul p citoplasmatic+ B-IV (matură-B) ALL IgM de suprafață, monoclonal de tip K sau X Majoritatea cazurilor de TdT', HLA-DR', cu excepția B-IV, care este adesea TdT- T-liniar*'; CD citoplasmatic sau membranar* T-I (pro-T) CD + ALL T-II (pre-T) CD ' şi/sau CD * ALL și/sau CD ' T-III (T cortical) ALL a' T-IV (T matur) ALL Membrana CD ', CD a- ■ "Pozitiv cu două din cele trei marcaje * "Majoritatea cazurilor de TdT', HLA-DR-, CD dar acești markeri nu sunt întotdeauna luați în considerare în diagnosticul și clasificarea LLA Varianta cea mai favorabilă este considerată a fi V-P {comun} ALL, cel mai adesea întâlnită la copii Factorii de prognostic nefavorabili pentru evoluția LLA sunt: vârsta mai mică de an, prezența unui cromozom Ph, afectarea precoce a sistemului nervos central, prevalența procesului tumoral, varianta cu celule T a LLA Leucemie limfoblastică acută din celulele progenitoare B timpurii Mai frecvent la adulți decât la copii Celulele blastice au un fenotip imunologic de precursori ai limfocitelor B în măduva osoasă Ele exprimă CD , în majoritatea cazurilor există o expresie a CD citoplasmatic și CD a, o expresie slabă a CD de suprafață Expresia ridicată a antigenului TdT este determinată în % din cazuri, CD - în % din cazuri Antigenul CD este determinat pe o populație mică de celule blastice în % din cazuri Expresia CD se găsește pe populația blastică în pro-B-ALL cu rearanjare llq , astfel încât detectarea acestui antigen în LLA poate fi un indicator al acestei anomalii cromozomiale Varianta pre-pre-B-celule a leucemiei limfoblastice acute (B-II) LLA pre-pre-B (Iottop) este varianta predominantă a LLA la copii ( - % din cazuri), la adulți - aproximativ % Principalul marker de diagnostic este celula sau antigenul comun (CD ) de pe suprafața celulelor blastice Varianta pre-celulă B a leucemiei limfoblastice acute (B-III) Factorul determinant în imunofenotipul celulelor blastice în această variantă ALL este prezența unui lanț p greu citoplasmatic în absența imunoglobulinelor de suprafață Ca și varianta anterioară ALL, blastele exprimă CD , CD , CD a, CD , TdT și ceva mai rar CD În multe cazuri de pre-B-ALL, expresia CD este absentă sau foarte slabă Leucemie limfoblastică acută cu celule B (B-IV) Se inregistreaza in - % din cazurile de LLA la copii si este considerat ca fiind echivalentul limfomului Burkitt in faza de leucemizare Reacțiile citochimice sunt cel mai adesea LABORATOR HEMATOLOGIE negativ Fenotipul imunologic este în concordanță cu celulele B mature, adică blastele exprimă imunoglobuline de suprafață Pe membrana blastică se detectează CD , CD , CD , IgM cu restricție de lanțuri ușoare la sau L, absența CD , TdT este foarte rar detectată Leucemie limfoblastică acută cu celule T La adulți, LLA cu celule T reprezintă aproximativ % din LLA și este mult mai puțin frecventă la copii Această variantă a ALL este considerată nefavorabilă Pentru LLA T-liniară, expresia cytCD este un marker specific În funcție de gradul de diferențiere, ALL T-liniar este, de asemenea, împărțit în tipuri: • tip pro-T (T-I) - celulele blastice corespund timocitelor timpurii și se caracterizează prin expresia antigenului T comun CD ; • tip pre-T (T-II) (corticotimocitar) - determinată de expresia antigenelor CD şi/sau CD şi/sau CD şi/sau CDla; • cortical de tip Т (Т-Ш) - caracterizat prin prezența CDla pe membrană în plus față de cytCD , CD , CD , cu co-exprimarea CD și CD ; • T-ALL matur (T-IV) (considerată uneori ca leucemizare a limfomului cu celule T periferice) se caracterizează prin expresia membranei CD și absența CDla Acest subtip, la rândul său, este împărțit în două grupe în funcție de expresia lanțurilor a/{ sau y/ ale receptorului celular G membranar LEUCEMIE ACUTA CU EXPRESIE ABERANTA DE ANTIGEN LIMFOID SAU MIELOID Leucemiile acute, în care celulele tumorale au semne de mai mult de o linie de diferențiere, de exemplu, limfoid și mieloid, sunt numite mixte-liniare, hibride, bifenotipice, care trebuie distinse de termenii "biclonal/biliniar" sau "oligoclonal OL" ", caracterizat prin două sau mai multe linii independente de celule tumorale Co-exprimarea markerilor diferitelor linii se explică prin faptul că leucemogeneza nu este un bloc absolut al diferențierii celulare, ci o combinație de maturare și proliferare dezordonată, ceea ce face posibilă exprimarea antigenelor care sunt în mod normal absente Au fost descrise două categorii de AL mixte: LLA cu antigene asociate mieloidelor (Afy+ALL) și LMA cu antigene asociate limfoidelor (Ly+AML) Iată mai jos criteriile recomandate de D Satrapa, F Behm ( ) pentru clasificarea acestor variante de OL: • în Afy+ALL B-liniar, celulele blastice trebuie neapărat să exprime; Despre CD a sau clgp sau CD și CD ; o CD -; ❖ MRC ❖ CD , SS , CD sau CD : • cu My+ALL T-liniar, celulele blastice trebuie să exprime în mod necesar: ❖ CD și CD (superficial sau citoplasmatic); ❖CD a; ❖ MRC ❖ CD , CD , CD sau CD ; • în Ly^AML, celulele blastice trebuie să exprime în mod necesar: ❖ MPO sau expresia a cel puțin alți doi markeri mieloizi: x /l), nesupusă tratamentului; • creșterea progresivă a dimensiunii splinei și a numărului de leucocite, în ciuda tratamentului în curs; • dovezi citogenetice ale evoluţiei clonale (anomalii cromozomiale suplimentare) O criză blastică se caracterizează printr-o creștere a numărului de celule blastice din măduva osoasă și din sânge (mai mult de %) Există focare de hematopoieză extramedulară cu proliferare a celulelor blastice în piele, ganglioni limfatici, oase, sistemul nervos central și alte țesuturi În % din cazurile de LMC, criza blastică se dezvoltă după tipul mieloid și în - % - după tipul limfoblastic Pentru a identifica natura celulelor sănătoase, se folosesc studii citochimice și imunofenotiparea celulelor tumorale Diagnosticul crizei blastice de LMC se stabilește prin prezența unuia sau mai multor dintre următoarele criterii de diagnosticare pentru criza blastică a LMC (OMS, ): • numărul de blasturi - mai mult de % din numărul tuturor celulelor nucleare din sângele periferic sau măduva osoasă; • focare extramedulare de hematopoieză cu proliferare a celulelor blastice; • în biopsia trepanului măduvei osoase - focare mari sau acumulări de celule blastice Datorită utilizării cu succes a inhibitorilor de tirozin kinazei în tratamentul LMC [imantib (glivec*), nilotinib (tasigma*), dasatinib (Sprysela*)] capabili să elimine clonele de celule purtătoare de cromozomi Ph, s-au înregistrat progrese semnificative în creșterea speranței de viață a pacienților Cu toate acestea, nu a fost încă posibil să se distrugă complet celulele parentale Ph-pozitive În prezent, este necesar să se utilizeze metode moderne pentru a evalua boala reziduală minimă Una dintre ele este metoda de hibridizare fluorescentă în sdu (FISH), care poate fi aplicată atât la celulele în diviziune, cât și la cele nedivizate, care se caracterizează prin reziduuri minime HEMATOLOGIE DE LABORATOR boala noah Răspunsul citogenetic este determinat de conținutul de celule Ph + din punctatul măduvei osoase: complet - , parțial - - , mic - - , minim - - nici un răspuns - mai mult de % Răspunsul molecular este evaluat pe baza determinării cantității de transcript BCR/ABI din sângele periferic folosind metoda PCR cantitativă în timp real (RQ-PCR) (sensibilitate - : - : ) Un răspuns molecular complet este considerat atunci când transcriptul B CR/ABL nu poate fi detectat Rezultatele negative sunt confirmate de o reacție PCR calitativă Un răspuns molecular mare este o scădere de de ori a nivelului transcriptului BCR/ABL în comparație cu linia de bază a expresiei sale înainte de tratament Pentru a prezice recurența cu o boală reziduală minimă, nu nivelul de transcriere în sine este important, ci dinamica acestui nivel se schimbă, stabilirea ratei de creștere sau scădere a activității proliferative a clonei tumorale, care este necesară pentru administrarea la timp a unei terapii neagresive eficiente MIELOZA SUBLEKEMICĂ Mieloza subleucemica (mielofibroza idiopatica, osteomieloscleroza, metaplazia mieloida agnogena) este o boala mieloproliferativa clonala cronica rezultata din transformarea celulelor progenitoare de mielopoieza La % dintre pacienți, se găsește mutația JAK V F Anomalii cromozomiale nespecifice apar la - % dintre pacienți, ceea ce indică cel mai adesea un prognostic prost Boala se caracterizează prin proliferarea tumorală predominant a megacariocitelor și granulocitelor în măduva osoasă, dezvoltarea fibrozei și a hematopoiezei extramedulare Simptomul dominant al mielozei subleucemice este dezvoltarea fibrozei în măduva osoasă, care este un răspuns nespecific al celulelor stromale ale măduvei osoase la citokinele secretate de clona tumorală și celulele micromediului stromal Creșterea proliferării fibroblastelor și osteoblastelor datorită expunerii la factorii de creștere secretați de megacariocite și trombocite (TGF-J , PDGF, b-FGF) duce la dezvoltarea mielofibrozei și osteomielosclerozei Boala apare mai des la vârstnici Un curs benign pe termen lung al bolii predomină cu o creștere lentă a dimensiunii splinei Mieloza subleucemică trece prin aceleași etape de dezvoltare ca și CML Cel mai des se dezvoltă splenomegalia, hepatomegalia fiind ceva mai rar întâlnită (la % dintre pacienți) Hematopoieza extramedulară (extramedulară) poate fi găsită în ganglionii limfatici, rinichi, plămâni, tractul gastrointestinal, piele, sistemul genito-urinar, sistemul nervos central, pleura și alte organe și țesuturi Modificările din sânge și măduva osoasă variază în funcție de stadiul bolii, de dezvoltarea fibrozei Progresia bolii este însoțită de o creștere a numărului de leucocite dimensiunea splinei, creșterea anemiei Dezvoltarea anemiei este o consecință a insuficienței hematopoiezei măduvei osoase Trombocitopenia duce la sindromul hemoragic, care se manifestă prin sângerare, mai des în tractul gastrointestinal Boala este complicată de dezvoltarea trombozei, DIC Se disting următoarele etape de dezvoltare a mielozei subleucemice: • proliferativ (prefibrotic, precoce); • fibrotic (fibrotic-sclerotic); • transformarea în leucemie acută Principala manifestare hematologică a bolii în stadiul prefibrotic este leucocitoza moderată Eritrocitoza este posibilă, transformându-se treptat în anemie, deseori sunt detectate trombocitoze și hepato- și/sau splenomegalie moderată HEMATOLOGIE DE LABORATOR În sângele periferic, există adesea o mică leucocitoză ( - x / l) În formula leucocitelor, există o schimbare la mielocite, anizocitoză a neutrofilelor, maturarea asincronă a nucleului și citoplasmei, granulogeneza afectată la neutrofile, neutrofile hipo- și hipersegmentate Majoritatea pacienților prezintă anemie normocromă Frotiurile de sânge arată anizocitoză, poikilocitoză cu predominanță de eritrocite în formă de lacrimă (dacriocite), normoblaste, reticulocitoză scăzută și trombocite mari atipice Spre deosebire de LMC, activitatea fosfatazei alcaline în neutrofile este puternic crescută Măduva osoasă este hipercelulară cu un conținut crescut de celule imature din seria granulocitară, megacariocite atipice Conținutul de eritrocariocite poate fi în limitele normale sau ușor redus Mielofibroza subleucemică este mai des diagnosticată în stadiul de dezvoltare a fibrozei în măduva osoasă Adesea, aspirația măduvei osoase în timpul puncției este dificilă Tabloul clinic este adesea dominat de sindroame anemice și hemoragice, splenomegalie și complicații infecțioase recurente Numeroase eritrocite în formă de picătură sunt observate în sângele periferic Numărul de leucocite variază de la leucocitoză moderată la severă Disgranulocitopoieza este rară În formula leucocitară, este posibilă prezența blastilor unice Se observă anizocitoza trombocitelor, se găsesc fragmente de nuclee de megacariocite Măduva osoasă este normală sau hipocelulară Numărul de mieloblaste este mai mic de %, iar megacariocitele atipice sunt frecvente Fibroza în măduva osoasă este semnificativ pronunțată În biopsiile de trefina de măduvă osoasă se observă osteoscleroza Evoluția mielozei subleucemice se caracterizează printr-o creștere treptată a leucocitozei; se poate dezvolta leucemie acută secundară, rezistentă la tratament Dezvoltarea leucemiei se observă atât în cazurile cu leucocitoză, cât și cu leucopenie Detectarea in sange si/sau maduva osoasa a - % din blasti indica trecerea bolii intr-o faza progresiva, mai mult de % - de transformare intr-o criza blastica de tip AML, AMML leucemie acută megacarioblastică Semne clinice ale mielozei subleucemice în stadiul de dezvoltare minimă a fibrozei sau absența acesteia: • o creștere a dimensiunii splinei și a ficatului; • anemie usoara Caracteristici morfologice: • sânge - deplasare a formulei leucocitelor spre stânga, poikilocitoză ușoară a eritrocitelor; • măduva osoasă - hipercelulară, proliferarea granulocitelor, megacariocitelor cu semne de dismegacariocitopoieză, fibroza este absentă sau minimă Semne clinice ale mielozei subleucemice în stadiul de dezvoltare pronunțată a fibrozei: • spleno- şi hepatomegalie pronunţată; • anemie moderată sau severă; • număr normal, scăzut sau ridicat de globule albe și trombocite Caracteristici morfologice: • sânge - deplasarea formulei leucocitelor spre stânga, normoblaste, poikilocitoză constantă cu eritrocite în formă de picătură (dacriocite); • măduva osoasă - hipocelulară, fibroză, proliferarea megacariocitelor cu semne de dismegacariocitopoieză, osteoscleroză Uneori, ca urmare a fibrozei măduvei osoase și a osteosclerozei, boala se încheie cu dezvoltarea aplaziei măduvei osoase, care este însoțită de leucopenie, eritrocitopenie și trombocitopenie LABORATOR HEMATOLOGIE eritremie (policitemie adevărată) Eritremia este o boală mieloproliferativă clonală caracterizată prin creșterea producției de celule eritroide în combinație cu proliferarea excesivă a celulelor granulo- și megacariocitopoiezei Baza patogenezei eritremiei este transformarea tumorală a celulei precursoare a mielopoiezei În , a fost descoperită o mutație în tirozin kinaza JAK (JAK V F), a cărei genă este localizată pe cromozomul Mutația duce la o creștere a funcțiilor tirozin kinazei datorită legării domeniului intracelular și de suprafață al receptorul de eritropoietină, care este însoțit de proliferarea precursorilor eritroizi, indiferent de stimularea EPO externă, sunt activate suplimentar kinaze precum STAT , ERK/MAP РІЗК/ACT, care contribuie la o creștere semnificativă a conducerii semnalului de la EPO precum şi expresia pronunţată a receptorilor EPO Ca urmare, rezultatul proliferării excesive a celulelor precursoare de mielopoieză este stimularea eritrocitozei și trombocitozei și dezvoltarea eritremiei Boala apare mai ales la vârstnici, se caracterizează printr-un curs relativ benign și o supraviețuire mai mare, spre deosebire de alte boli mieloproliferative În conformitate cu clasificarea OMS, se disting două stadii ale bolii: proliferativă (policitemică), caracterizată printr-o creștere a masa de eritrocite și postpolicitemic în care se dezvoltă citopenia, inclusiv anemie asociată cu hematopoieza ineficientă, fibroză în măduva osoasă, focare de hematopoieza extramedulară, hipersplenomegalie Simptome clinice asociate cu dezvoltarea eritrocitozei: hipertensiune arterială, complicații vasculare, eritrocianoză a pielii și mucoaselor, adesea sângerări ale gingiilor Majoritatea pacienților prezintă tromboză venoasă sau arterială de diferite localizări, mâncărimi ale pielii parestezii, vedere încețoșată, dureri de cap Metabolismul acidului uric este perturbat cu dezvoltarea hiperuricemiei și uricozuriei Se dezvoltă splenită și/sau hepatomegalie În stadiul policitemic, măduva osoasă este celulară cu un tip de hematopoieză normoblastică, odată cu dezvoltarea panmielozei este hipercelulară cu un conținut crescut de celule eritro- și megacariocitopoiezei Examenul histologic al măduvei osoase relevă o creștere a numărului de megacariocite, adesea gigantice, cu nuclei lobulari dilatați Megacariocitele sunt localizate în grupuri Există o creștere a numărului de eozinofile și bazofile În sângele periferic, eritrocitele au o morfologie normală; în cazul deficitului de fier din cauza pierderii de sânge, apar hipocromie și microcitoză Cele mai frecvente în formula leucocitară sunt neutrofilia și bazofilia, mai rar granulocitele imature Există o activitate ridicată a fosfatazei alcaline în neutrofile Trombocitoza apare la % dintre pacienți O scădere a VSH (până la - mm / h) și o creștere a vâscozității sângelui sunt, de asemenea, caracteristice În etapele ulterioare ale dezvoltării bolii, producția de eritrocite scade, crește splenomegalia Măduva osoasă are o celularitate scăzută, fibroza este pronunțată, se constată acumulări de megacariocite Numărul de celule din seria granulocitară și eritroidă scade, poate apărea osteoscleroza În sângele periferic, există tendința de a reduce numărul de eritrocite și hemoglobină la valori normale, dezvoltarea anemiei normo- sau hipercrome cu anizocitoză severă Eritremia poate duce la dezvoltarea unei crize blastice, mielofibroză posteritremică Diagnosticul de eritremie se stabilește după excluderea tuturor cauzelor posibile ale dezvoltării eritrocitozei secundare și se bazează pe date clinice și de laborator, examinarea histologică a măduvei osoase (Tabelul - ) HEMATOLOGIE DE LABORATOR Tabelul - Criterii de diagnostic pentru eritremie (OMS, ) Criterii minim de bază Hb > g/l la bărbați și > g/l la femei sau o creștere a masei eritrocitelor circulante > % din normă Prezența JAK V F sau a unei alte mutații similare funcțional în măduva osoasă - panmieloză cu proliferare celulară a tuturor celor trei linii Nivelul de EPO din serul sanguin este sub valorile normale Formarea endogenă a coloniilor eritroide in vitro -gudron , nu? LEUCEMIA MEGACARIOCITICĂ CRONICĂ Leucemia megacariocitară cronică (trombocitemie esențială, trombocitemie idiopatică) este o afecțiune mieloproliferativă clonală caracterizată prin proliferarea megacariocitelor și trombocitoză persistentă Aproximativ % dintre pacienți au o mutație a tirozin kinazei JAK (JAK V F) Apare mai des la pacienții vârstnici, mai rar - sub de ani și de homosexuali Principalele simptome hematologice sunt hipertrombocitoza și hiperplazia megacariocitelor din măduva osoasă Tabloul clinic se caracterizează printr-o splenomegalie ușoară, care progresează pe măsură ce boala progresează, mai rar hepatoma aliya, anemie în creștere lent microcirculația, tromboza vaselor arteriale și venoase Complicațiile hemoragice apar la pacienții cu trombocitoză semnificativă - mai mult de x /l Criteriile de diagnostic pentru leucemia megacariocitară cronică sunt prezentate mai jos În sângele periferic se observă hipertrombocitoză ( - x /l și mai mult), se pot observa fragmente de nuclee megacariocite, anemie moderată, leucocitoză moderată cu deplasare la stânga în formula leucocitară, bazofilie și eozinofilie Morfologia trombocitelor se caracterizează prin anizocitoză, o creștere a volumului mediu al trombocitelor (MPV) și scorul de anizocitoză trombocitară (PDW) apariția unor forme gigantice și urâte cu pseudopode, trombocite hipogranulare, fragmente din nucleele megacariocitelor Criterii de diagnostic pentru leucemia megacariocitară cronică (OMS, ) Trombocitoza persistenta > x /l in absenta cauzelor trombocitozei reactive Biopsia măduvei osoase a arătat proliferarea celulelor de linie predominant megacariocitare cu un număr crescut de megacariocite mari, mature Creștere ușoară sau deplasare la stânga a granulocitopoiezei sau eritropoiezei Absența semnelor caracteristice eritremiei, mielofibrozei primare, LMC Bsr-AI -pozitiv, MDS sau alte tumori mieloide Detectarea JAK V F sau a altor markeri clonali, sau în absența mutațiilor }AK V P, nu a furnizat dovezi pentru dezvoltarea trombocitozei reactive Măduva osoasă este normo sau hipercelulară, cu hiperplazie cu trei creșteri, o reducere a masei de țesut adipos Se remarcă o hiperplazie semnificativă a liniei megacariocitare Megacariocitele sunt localizate în frotiurile de măduvă osoasă individual sau în grupuri (clusters) Eterogenitatea morfologică a celulelor filiației megacariocitelor este caracteristică - megacariocite gigantice cu nuclei multipli multilobați fără semne de atipie, sunt posibile microforme de megacariocite În leucemia megacariocitară cronică se observă adesea fenomenul de empiriopoliză (fenomenul de absorbție celulară) Pe măsură ce boala progresează, se poate dezvolta fibroza măduvei osoase LABORATOR HEMATOLOGIE LEUCEMIA MIELOMONOCITĂ CRONICĂ Leucemia mielomonocitară cronică (LMMC) apare ca urmare a transformării tumorale a celulelor progenitoare mielopoiezei În clasificarea OMS, leucemia mielomonocitară cronică este separată într-un grup separat Există două opțiuni disponibile: • CMML cu semne de mielodisplazie (CMML-MDS), în care se observă leucocitoză mai mică de x /l cu monocitoză absolută în sângele periferic (> x V/l); • LMMC cu leucocitoză peste x /l și monocitoză absolută în sângele periferic (> x /l) În această variantă, CMML este diagnosticată ca o boală mieloproliferativă (CMML-MPD) Substratul morfologic al bolii sunt celulele din seria monocitară și mieloidă (monoblaste, promonocite, monocite, mieloblaste, granulocite) Boala este mai frecventă la vârsta de - de ani, însoțită de afectarea măduvei osoase, ficatului, splinei, pielii, ganglionilor limfatici În sângele periferic, se observă un număr normal sau crescut de leucocite, monocitoză absolută Posibilă neutrofilie Majoritatea monocitelor nu diferă de cele normale, cu toate acestea, există celule cu o granularitate mai grosieră, polimorfismul nucleelor este pronunțat Numărul de granulocite imature (promielocite, mielocite) nu depășește % Poate exista bazofilie moderată, uneori eozinofilie Există semne de disgranulocitopoieză CMML este însoțită de dezvoltarea anemiei normocitare, mai rar macrocitare Numărul de trombocite variază, trombocitopenia este posibilă Există trombocite mari atipice În cele mai multe cazuri, măduva osoasă este hipercelulară, mai rar normo- și hipocelulară cu proliferare de linie granulocitară, în care se observă modificări displazice În unele cazuri de CMML, este posibilă hiperplazia eritroidă cu semne morfologice de diseritropoieză Numărul de monocite din măduva osoasă poate fi normal sau crescut În % din cazurile de CMML în măduva osoasă, sunt detectate modificări ale liniei de megacariocite (micromegacariocite, nuclei alterați de megacariocite) Numărul de blasturi variază de la la %, conținutul de granulocite imature, în principal mielocite, este crescut În măduva osoasă se observă semne de diseritropoieză și disgranulocitopoieză În funcție de conținutul de celule blastice, CMML- este izolat (blaste în sânge - , x / l), CMML- (blaste în sânge) - de la la %, în măduva osoasă - de la la %, monocitoză absolută -> x / l) Boli limfoproliferative Bolile limfoproliferative sunt împărțite în două mari grupe în funcție de locul de apariție primară: leucemii limfoide cronice și limfoame maligne non-Hodgkin, care au inițial localizare extramedulară (ganglioni limfatici, splină, piele, țesut limfoid al mucoasei gastrice etc ), care le deosebește de leucemii Creșterea tumorii poate fi însoțită de infiltrarea măduvei osoase și leucemizare În conformitate cu criteriile propuse de OMS, la verificarea diagnosticului, este obligatorie stabilirea afilierii liniare a celulelor limfoide tumorale (celule T sau B) și a gradului de diferențiere a acestora (precursori sau celule mature) (Tabelul -) ) HEMATOLOGIE DE LABORATOR Tabelul - Clasificarea tumorilor limfoide (OMS, ) Tumorile cu celule B Din precursorii celulelor B Limfom/leucemie B-limfoblastic Limfom limfoblastic B cu anomalii genetice recurente/leucemie În tumorile celulare din celule mature (periferice) Leucemie limfocitară cronică/limfom limfocitar mic leucemie prolimfocitară Limfom limfoplasmocitar Limfom cu celule de manta Limfom folicular Limfomul cutanat primar al centrului folicular Limfomul zonei marginale a splinei Leucemie păroasă Limfom/leucemie al splinei, neclasificat Boala lanțului greu Tumori cu celule plasmatice Limfom extraganglionar din zona marginală de tip MALT (limfom MALT) Limfom modal din zona marginală Limfom difuz cu celule B mari Limfom primar difuz cu celule B mari al SNC DLBCL cutanat primar DLBCL EBV-pozitiv la vârstnici DLBCL asociat cu inflamația cronică Limfom cu celule B mari bogate în celule T / histiocite Limfom mediastinal cu celule B mari Limfom intravascular cu celule B mari Limfom cu celule B mari ALK-pozitiv limfom plasmablastic Limfomul cu celule B mari al bolii Castleman asociat cu HHV Limfomul primar al cavităților seroase Limfomul Burkeep Granulomatoza limfomatoidă Tumorile cu celule T și NK Din precursorii celulelor T Limfom/leucemie cu celule progenitoare limfoblastice T Limfom blastic cu celule NK Limfoame cu celule T mature (periferice) leucemie prolimfocitară cu celule T Leucemie cu celule T de la BGL Boala limfoproliferativă cronică (LPD) din celulele NK Leucemie agresivă cu celule NK limfom cu celule T/leucemie adultă (HTLVV) Limfom extraganglionar cu celule NK-R, de tip nazal VEB-T-LPZ la copii Limfom cu celule T asociat cu enteropatie Limfom hepatolienal cu celule T Limfom asemănător paniculitei cu celule T al țesutului subcutanat Limfom angioimunoblastic cu celule T Limfom anaplazic cu celule mari Micoza fungoida/sindromul Sezary T-LPZ dermic primar SOSO-pozitiv Limfom primar cu celule T NOS Limfom anaplazic cu celule mari ALC-lozitiv Limfom anaplazic cu celule mari ALC-negativ Diagnosticul bolilor limfoproliferative include: • identificarea substratului morfologic al tumorii; • determinarea imunofenotipului celulelor tumorale (imunohistochimie, citometrie în flux); • determinarea gradului de prevalență a tumorii (stadiul bolii); • detectarea modificărilor genetice moleculare TUMORI LIMFOIDE CELULELE PROCESATORE leucemie/limfom limfoblastic B-progenitor limfoblastic Leucemia limfoblastică B progenitoare/limfomul limfoblastic (leucemia progenitoare limfoblastică acută cu celule B) sunt tumori al căror substrat morfologic sunt limfoblastele Limfoamele cu celule progenitoare trebuie diagnosticate numai pe baza datelor de imunofenotipizare Analogul non-tumoral este situat în măduva osoasă într-un stadiu de diferențiere independent de antigen Boala este relativ rară la adulți (aproximativ %), dar la copii reprezintă până la % din toate cazurile de limfoame maligne non-Hodgkin HEMATOLOGIE DE LABORATOR (NHL) Caracterizat printr-un curs agresiv cu implicare în procesul sistemului nervos central, ganglionilor limfatici, ficatului, splinei, testiculelor, pielii, țesuturilor moi Majoritatea pacienților au o tumoare mare în mediastin care implică timusul Simptomele comune sunt artralgie, dureri osoase Măduva osoasă este afectată la jumătate dintre pacienții primari și în majoritatea odată cu progresia bolii Anemia și/sau trombocitopenia și/sau neutropenia sunt observate în sângele periferic Numărul de leucocite poate fi normal, scăzut sau mare În măduva osoasă sau în alte țesuturi, există o natură difuză a creșterii tumorii Morfologia limfoblastelor variază de la microforme cu citoplasmă rară, un nucleu condensat și un nucleol indistinct până la macroforme cu o distribuție dispersă a cromatinei, nucleoli distincti, citoplasmă de diferite nuanțe de bazofilie, adesea vacuolată În cazuri rare, conține granule azurofile, care pot fi combinate cu o anomalie citogenetică - translocarea ( ; ) Este descrisă morfologia limfoblastelor sub forma unei "oglinzi de mână" Forma nucleelor variază de la rotund la neregulat, răsucit, pliat Numărul de mitoze poate fi diferit, numărul lor semnificativ nu este un semn absolut al procesului tumoral Morfologia limfoblastelor B și T este adesea similară și nu poate fi folosită pentru a le diferenția Citochimie: limfoblastele nu contin MPO, lipide; Substanța PAS-pozitivă este distribuită sub formă de granule mici, asemănătoare prafului, de-a lungul periferiei citoplasmei sau în jurul nucleului și poate fi localizată în blocuri sau mai multe granule mari într-un procent mic de celule În limfoblaste, se observă activitatea fosfatazei acide (AP) de severitate diferită Imunofenotip: limfoblastele exprimă TdT (deoxinucleotidil transferaza terminală, un marker al celulelor progenitoare timpurii), HLA-DR, CD , CD a citoplasmatic În cele mai multe cazuri, CD , CD sunt prezente, expresia CD , CD este variabilă și CD poate fi absent Citogenetică: au fost înregistrate multe anomalii cromozomiale, însă nu au fost identificate modificări genetice moleculare patognomonice pentru această boală Progenitor leucemie T-limfoblastică/limfom limfoblastic Leucemia progenitoare limfoblastică T/limfomul limfoblastic (leucemia progenitoare limfoblastică acută cu celule T - T-ALL) sunt tumori al căror substrat morfologic sunt limfoblastele Analogii non-tumorali se află în timus în stadiul de diferențiere independent de antigen T-ALL reprezintă % din toate leucemiile limfoblastice acute din copilărie O caracteristică a tabloului clinic este implicarea frecventă a mediastinului, a membranelor seroase în procesul tumoral, apariția efuziunii în cavitatea pre-urală Alte locuri de localizare a tumorii sunt pielea, ganglionii limfatici, ficatul, splina, inelul limfatic Waldeyer, sistemul nervos central, testiculele T-ALL este adesea însoțită de hiperleucocitoză și o masă tumorală mare Citochimie: limfoblastele T prezintă activitate CP sub forma unui punct focal Imunofenotip: limfoblastele exprimă TdT, CDla, CD , CD , CD , CD , CD , CD Co-exprimarea CD și CD , expresia CD poate fi observată În funcție de stadiul de diferențiere în timus, s-a produs transformarea oncogenă, limfoblastele pot avea anumite antigene [într-un stadiu incipient - CD citoplasmatic, CD , CD , ceva mai târziu - CDla, CD (timocite corticale), în ultimul stadiu - CD membranar ], HEMATOLOGIE DE LABORATOR Citogenetică: Se notează numeroase translocații care afectează genele receptorului celulelor T TUMORI B-CELULE DIN CELULELE B MATURE (PERIFERICE) leucemie limfocitară cronică cu celule B/limfom limfocitar mic Leucemia limfocitară cronică cu celule B/limfomul limfocitar mic este o tumoare a țesutului limfoid caracterizată prin afectarea măduvei osoase și a ganglionilor limfatici (LN) În ultimii ani, s-au acumulat suficiente dovezi care indică eterogenitatea originii B-CLL În cele mai multe cazuri, transformarea tumorii are loc la nivelul limfocitelor B naive sau "virgine" (CD +CD 'CD +IgM'IgD") (pregerminale), urmată de un bloc în diferențierea și proliferarea lor ulterioară (reproducție) a clonei celulei tumorale B-CLL cu transformarea tumorală a limfocitelor B postgerminale (celule cu memorie) nu este mai puțin frecventă, așa cum se dovedește prin hipermutații somatice detectabile ale genelor din regiunea variabilă a imunoglobulinelor În funcție de starea mutațională a regiunii variabile Ig, au fost identificate două variante de B-CLL: cu mutații (IgVmut) și fără mutații în regiunea variabilă Ig (IgVmut) Grupul de pacienți cu IgVmut se caracterizează printr-un prognostic nefavorabil în comparație cu pacienții din grupul IgVmut Starea de mutație a genelor regiunii variabile Ig poate servi ca un marker de prognostic aproximativ B-CLL este o boală cu apoptoză afectată Majoritatea limfocitelor B tumorale sunt în repaus Peste % din limfocitele circulante se afla in faza C a ciclului celular Citokinele secretate de celulele tumorale (IL- , TNF-a), precum și IL- produsă de limfocitele T, promovează proliferarea și supraviețuirea celulelor LLC LLC reprezintă aproximativ % din toate leucemiile Incidență - la de locuitori, vârsta - peste de ani Boala este descoperită întâmplător Odată cu progresia tumorii, cele mai frecvente simptome clinice sunt limfadenopatia, hepatomegalia, splenomegalia, infecțiile bacteriene și virale Cursul LLC este adesea complicat de boli autoimune (anemie hemolitică, trombocitopenie), apariția unor tumori secundare Criterii de diagnostic pentru LLC-B: • limfocitoză absolută în sângele periferic - mai mult de la µl; • prolimfocite - mai puțin de %; • limfocitoză în măduva osoasă - mai mult de %; • fenotip imunologic - CD +CD ~CD \ Clonalitatea celulelor B se stabilește prin detectarea restricției lanțurilor ușoare ale imunoglobulinelor de suprafață (la sau Ă) Imaginea sângelui periferic în LLC este de obicei reprezentată de un număr normal sau ușor crescut de globule albe Anemia și trombocitopenia sunt de obicei absente Principalul indicator hematologic în LLC este limfocitoza absolută În formula leucocitară, limfocitele mature morfologic variază de la la %, există prolimfocite unice, există neutropenie relativă sau absolută Limfocitele din sângele periferic din LLC se caracterizează prin dimensiune mică ( - microni), nucleu rotunjit, distribuție aglomerată a cromatinei, absența nucleolilor, citoplasmă îngustă de culoare bazofilă Există celule de citoliză În unele cazuri de LLC se observă celule cu morfologia limfocitelor atipice, dar cu un fenotip imunologic caracteristic acestei boli Pe măsură ce procesul tumoral progresează, se observă leucocitoză, limfocitoză relativă și absolută, creșterea neutropeniei, anemie normocromă și/sau trombocitopenie În formula leucocitară, prolimfocitele reprezintă mai puțin de %; la vizualizarea preparatului, există limfocite unice un vyush LABORATOR HEMATOLOGIE explozii Progresia tumorii este însoțită de o creștere a numărului de prolimfocite În LLC se poate observa anemie hemolitică autoimună, mai rar trombocitopenie datorată formării de autoanticorpi la eritrocite sau eritrocariocite, trombocite În funcție de stadiul bolii, măduva osoasă poate fi normo sau hipercelulară Numărul de limfocite din punctatul sternal depășește %, morfologia celulară este similară cu sângele periferic Infiltrarea tumorală poate fi focală, difuză, interstițială sau mixtă, ceea ce are valoare prognostică Imunofenotip: celulele tumorale exprimă antigene ale celulelor B - CD , CD (slab), CD (slab) CD a, CD , CD , CD , există o expresie slabă a imunoglobulinelor de suprafață din clasa IgM sau IgM + IgD (în unele cazuri nu sunt detectate) cu restricție de lanț ușor (la sau X), antigenele de activare CD , CD , CD sunt variabil prezentat În cazuri rare de LLC, celulele tumorale au fenotipul CD +CD "CD \ sau nu au expresia lanțurilor uşoare de imunoglobuline Exprimarea CD pe mai mult de % din celulele CD "CD + este asociată cu un prognostic prost În ultimii ani, expresia unui marker surogat al statusului mutațional al regiunilor variabile ale genelor imunoglobulinei, proteina ZAP- ( -kD Zeta-Associated Protein), a fost studiată intensiv S-a demonstrat că expresia acestei proteine în varianta CLL (lgVmut~) este asociată cu un prognostic prost Citogenetică: Aproximativ x/ cazuri au un cromozom suplimentar (trisomia ), care este asociat cu o evoluție clinică mai agresivă a bolii Tulburările structurale din cromozomul sunt determinate la % dintre pacienți, speranța medie de viață a pacienților este de ani Leucemia limfocitară cronică se poate transforma în leucemie prolimfocitară, sindromul Richter (limfom difuz cu celule mari), leucemie acută (de multe ori leucemie limfoblastică acută) Există un risc mare de a dezvolta tumori secundare, în primul rând cancer de piele și intestine leucemie prolimfocitară cu celule B O boală rară care reprezintă aproximativ % din tumorile limfatice Vârsta medie a pacienților este de de ani Cel mai adesea există splenomegalie severă, o ușoară creștere a ganglionilor limfatici periferici și o creștere rapidă a leucocitozei Anemia și trombocitopenia sunt înregistrate la majoritatea pacienților, leucocitoza depășește x /l, prolimfocitele reprezintă mai mult de % Prolimfocitele sunt celule de dimensiuni medii, cu diametrul de - μm, cu un nucleu rotund, mai rar de formă neregulată, cromatină moderat condensată, mai adesea un nucleol și o citoplasmă relativ mică de culoare bazofilă sau slab bazofilă În măduva osoasă se observă infiltrarea limfoidă difuză de către aceleași celule Imunofenotip: celulele tumorale exprimă antigene ale celulelor B - CD , CD CD , CD a și b, FMC : CD este detectat în / cazuri, CD este absent, există o expresie pronunțată a imunoglobulinelor de suprafață din clasa M+/-D Citogenetică: la pacienții cu leucemie B-prolimfocitară, cea mai frecventă anomalie cromozomială este q+, mai rar translocația t (U; ), trisomia Leucemie cu celule păroase Boala reprezintă % din toate leucemiile limfoide, apare între și de ani și este de ori mai frecventă la bărbați decât la femei Distinge între clasic și HEMATOLOGIE DE LABORATOR formă variantă a leucemiei cu celule păroase (HCL) În forma clasică (indolentă) de HCL, debutul bolii este imperceptibil, % dintre pacienți nu prezintă semne clasice la momentul diagnosticului, dar cele mai frecvente sunt splenomegalia și pancitopenia, iar hepatomegalia și limfadenopatia sunt mult mai puțin frecvente Măduva osoasă este normală sau hipercelulară cu infiltrație limfoidă difuză, se dezvoltă adesea fibroză, procentul de celule "păroase" variază semnificativ ( - %) În sângele periferic - pancitopenie sau citopenie cu două linii (leucopenie, anemie și/sau trombocitopenie) sau leucocitoză subleucemică În leucogramă - limfocitoză absolută, neutropenie (agranulocitoză), monocitopenie Printre limfocite se găsesc celule "păroase", a căror proporție variază de la la % sau mai mult Acestea sunt celule de dimensiuni medii, cu nucleul rotund, oval, în formă de rinichi, o structură cromatinică omogenă, netezită: nucleolii sunt de obicei absenți sau indistincți, citoplasma este abundentă, albastru deschis, cu procese Uneori pot fi găsite vacuole în citoplasmă Celulele "păroase" se caracterizează printr-o reacție difuz-granulară la fosfataza acidă, neinhibată de tartratul de sodiu Imunofenotip: celulele tumorale exprimă antigene ale celulelor B - CD , CD CD , slg (M+/-D, G sau A) CD a, CDllc, CD , CD Celulele nu au CD , CD , CD pe membrană Varianta de formă a HCL se caracterizează prin prezența leucocitozei în sânge (mai mult de x '/l), absența antigenelor CD și CD clasice Celulele păroase sunt mai puțin mature ca morfologie, conțin nucleoli mici în nucleu și seamănă cu prolimfocite, iar testul pentru fosfatază acidă rezistentă la tartrat (TRAP) este negativ Pacienții răspund slab la terapia standard și au un prognostic prost Mielom (mielom multiplu) Mielomul multiplu este o boală limfoproliferativă a celulelor B, caracterizată prin proliferarea clonală în măduva osoasă, mai rar în leziunile extramedulare, a plasmocitelor care sintetizează imunoglobuline monoclonale (IgG, IgA, IgD, IgE) și/sau lanțuri uşoare (k, X) Incidența mielomului multiplu (MB) este de , la de locuitori pe an Boala este diagnosticată la vârsta de - de ani Dintre factorii etiologici se distinge virusul herpes tip În patogeneza bolii, un rol important este acordat efectului de activare al anumitor citokine, în special IL- , care susține proliferarea celulelor plasmatice și previne apoptoza acestora Supraviețuirea și creșterea celulelor tumorale depind în mare măsură de micromediul stromal al măduvei osoase Adeziunea celulelor de mielom la matricea extracelulară a măduvei osoase folosind molecule adezive [CD , VLA- , VLA- , CDlla CD , CD (ICAM- ), CD , MPC- J localizează celulele tumorale în micromediul măduvei osoase Syndecan- (CD ) reglează creșterea și supraviețuirea celulelor tumorale, iar creșterea acestuia în sânge se corelează cu prognosticul nefavorabil Adeziunea celulelor de mielom prin syndecan- la colagen activează metaloproteinaza- matriceală, promovând resorbția osoasă și invazia tumorii În plus, fiind în strâns contact fizic cu micromediul stromal al măduvei osoase, celulele mielomului secretă citokine (TNF-a, TGF-p, VEGF), care stimulează în continuare secreția de IL- de către celulele stromale ale măduvei osoase, favorizând osteoliza Tabloul clinic se caracterizează prin: osteodistrucția oaselor plate, polineuropatie, nefropatie mielom cu dezvoltarea insuficienței renale, mai rar hepatosplenomegalie, afectarea ganglionilor limfatici, infecții bacteriene și virale, sindrom hemoragic, crioglobulinemie, amiloidoză LABORATOR HEMATOLOGIE Există diverse variante clinice - mielom nesecretor, latent, indolent, leucemie cu celule plasmatice Criteriile de diagnostic pentru mielomul multiplu sunt prezentate în tabel - Tabelul - Criterii de diagnostic pentru mielomul multiplu (OMS ) Criterii pentru mielomul multiplu simptomatic asimptotic Proteina M în ser sau urină* Proliferarea măduvei osoase a celulelor plasmatice monoclonale (PC) sau prezența plasmocitomului** Leziuni ale organelor și țesuturilor (anemie, hipercalcemie, insuficiență renală, leziuni osoase, amiloidoză, infecții) Proteine M serice> g/l și/sau % sau mai multe PC-uri monoclonale în măduva osoasă Nu există leziuni de organe și țesuturi sau simptome clinice caracteristice mielomului multiplu ^ Valorile exacte ale proteinei M din sânge nu sunt disponibile În majoritatea cazurilor: IgG > g/l, IgA > g/l, > g proteină Bence-Jones pe zi Proteina Bence-Jones se găsește în urină la % dintre pacienți **Celule plasmatice monoclonale depășesc % din celulele nucleate din măduva osoasă, nu există o limită inferioară a PC, deoarece aproximativ % dintre pacienții cu mielom au mai puțin de % din PC Imunofenotip: celulele plasmatice tumorale exprimă imunoglobulină citoplasmatică monoclonală (mai des IgG, mai rar IgA, IgD, IgE, IgM) Antigenele celulelor Pan-B (CD , CD ) sunt absente, se notează expresia CD CD , CD / Mielomul nesecretor reprezintă aproximativ % din toate cazurile de MB, în care celulele plasmatice sintetizează, dar nu secretă molecule de imunoglobulină, ceea ce duce la absența componentei M în serul sanguin și urină Detectarea imunoglobulinei monoclonale citoplasmatice este posibilă cu imunoperoxidază, studii imunofluorescente Tabloul clinic al acestei variante este similar cu cel al MB, cu excepția insuficienței renale rare Formele latente (mocnit) și indolente de mielom sunt două variante ale MB caracterizate printr-un curs asimptomatic stabil pe termen lung (Tabelele - ) Tabelul - Variante de mielom multiplu Mielom latent (focnit) Mielom indolent Componentă în ser sau urină la aceeași concentrație ca în mielomul multiplu Plasmacitoza - - % din celulele plasmatice din măduva osoasă Nu există focare de osteoliză Nu există simptome clinice caracteristice mielomului multiplu Aceleași semne sunt caracteristice ca și mielomului, cu excepția: M-component: IqG - , x / l, sau mai mult de % din totalul leucocitelor) În sânge, există o ușoară leucocitoză, este posibilă anemie, trombocitopenie LABORATOR HEMATOLOGIE Speranța de viață a pacienților cu leucemie plasmablastică acută este mai mică de un an, remisiile sunt rare Macroglobulinemia Waldenstrom Macroglobulinemia Waldenstrom (MW) este o tumoră cu celule B reprezentată morfologic de limfocite, plasmocite mature și forme de tranziție de celule care secretă IgM monoclonale Transformarea tumorii are loc la nivelul limfocitelor B postgerminale Macroglobulinemia Waldenström reprezintă , % din toate cazurile de limfoame cu celule B Majoritatea bărbaților cu vârsta peste de ani sunt afectați Manifestările clinice ale FC se datorează proliferării limfocitelor în măduva osoasă, ficat, splină, ganglioni limfatici și acumulării de IgM monoclonale (> g/l) în ser Sindromul de hipervâscozitate, coagulopatia, crioglobulinemia și neuropatia sunt cele mai frecvente manifestări clinice ale FC În măduva osoasă se observă proliferarea limfocitelor, uneori cu citoplasmă plasmatizată, o creștere a celulelor plasmatice (până la - %) și a mastocitelor Examenul histologic al măduvei osoase relevă proliferarea difuză, interstițială sau paratrabeculară a limfocitelor, plasmocitelor și formelor lor tranzitorii, fibroza stromală Tabloul sângelui periferic este caracterizat de anemie, se observă adesea leucopenie cu neutropenie, dar mai des numărul de leucocite este normal, se poate observa monocitoză Pe măsură ce boala progresează, se dezvoltă trombocitopenia VSH este întotdeauna crescută brusc În serul sanguin se observă hiperproteinemia, iar pe electroforegramă - gradient M din clasa IgM, în urină - proteină Bence-Jones Imunofenotip: celulele tumorale exprimă imunoglobuline de suprafață și citoplasmatice, de obicei IgM, antigene ale celulelor B (CD , CD , CD CD a), CD Celulele nu exprimă CD , CD , CD , CD (+/-)■ Citogenetică: în % din cazuri, există o translocare t ( ; ), o încălcare a ansamblului de gene pentru lanțurile grele sau ușoare de Ig Speranța de viață a pacienților cu un proces lent progresiv este de peste ani, cu o progresie rapidă - aproximativ , ani Este posibilă transformarea în limfom difuz cu celule mari Boli cu lanț greu Bolile cu lanț greu (HCD) sunt tumori limfatice cu celule B cu o prezentare clinică și morfologică heterogenă și secreție de lanțuri grele (lanțuri H) ale diferitelor clase de imunoglobuline Diagnosticul BTC se bazează pe o analiză imunochimică a proteinelor serice, care permite detectarea lanțurilor grele de imunoglobuline (lanțuri H) Conform clasei de lanțuri grele sintetizate de celulele tumorale, există mai multe variante de BTC BTC-y (o variantă a limfomului limfoplasmocitar) este mai frecventă la bărbații cu vârsta sub de ani Există leziuni ale ganglionilor limfatici, măduvei osoase, ficatului, splinei, inelului faringian al lui Waldeyer, febră Majoritatea pacienților prezintă simptome de intoxicație În sânge, există semne de anemie progresivă și trombocitopenie, mai des de origine autoimună, eozinofilie, VSH normală Nivelul imunoglobulinei patologice din ser este scăzut, concentrația de imunoglobuline normale este redusă Substratul morfologic al tumorii este reprezentat de limfocite, limfocite plasmocitoide, plasmocite, imunoblaste si eozinofile Uneori, imaginea citologică seamănă cu MB sau CLL Boala progresează rapid, supraviețuirea este de luni HEMATOLOGIE DE LABORATOR BTC-r (o variantă a leucemiei limfocitare cronice) se observă la pacienții vârstnici; se manifestă ca leucemie limfocitară lent progresivă diferă de LLC clasică prin hepatosplenomegalie severă și absența limfadenopatiei periferice În măduva osoasă se observă proliferarea limfoidă și o creștere a procentului de plasmocite cu citoplasmă vacuolată BTC- cu manifestări clinice și morfologice ale MB a fost descrisă în în Finlanda BTC-a (o variantă a limfomului cu celule B din zona marginală extraganglionară asociată cu țesutul limfoid al mucoasei) este mai des înregistrată la copii și la persoanele sub de ani de ambele sexe Aproximativ % din cazuri au fost depistate în bazinul mediteranean: există variante ale bolii: abdominală și pulmonară Forma abdominală se caracterizează prin infiltrarea difuză a membranei mucoase a intestinului subțire și a ganglionilor limfatici mezenterici de către celulele limfoide și plasmatice, macrofage și mastocite Înfrângerea întregului tract gastrointestinal duce la atrofia aparatului vilos și la dezvoltarea sindromului de malabsorbție Tabloul clinic este dominat de dureri abdominale, diaree cronică, steatoree, cașexie, febră episodică Forma pulmonară continuă cu leziuni bronhopulmonare și limfadenopatie mediastinală Limfom folicular Tumora de la celulele B ale centrului folicular (centrocite/centroblaste) Reprezintă - % din toate tumorile limfoide, vârsta medie a pacienților este de de ani În limfomul folicular, ganglionii limfatici, splina, inelul faringian al lui Waldeyer și măduva osoasă sunt implicate predominant în procesul tumoral (în % din cazuri) Focarele tumorale extranodale pot fi observate în tractul gastrointestinal, țesuturi moi și piele În stadiile incipiente, boala se caracterizează prin creșterea foliculară Clasificarea OMS identifică variante de creștere tumorală: predominant foliculară (modelul de creștere foliculară ocupă mai mult de % din câmpul vizual), folicular și modelul de creștere difuză/foliculară ocupă - % din câmpul vizual) și predominant difuz ( modelul de creştere foliculară ocupă mai puţin de % din câmpul vizual) viziunea) Foliculii non-tumorali sunt prost definiți și adesea nu au o zonă a mantalei Substratul tumoral este reprezentat de celule ale centrului germinativ - centrocite și centroblaste Centrocite - celule de dimensiunea unui limfocit mic sau puțin mai mari, cu nuclei neregulați, divizați, pliați Nucleul conține cromatină grosieră, nucleolii sunt absenți, iar marginea citoplasmei nu este practic definită Centroblastele sunt mai mari decât centrocitele, nucleele sunt rotunjite, - nucleoli, o margine citoplasmatică distinctă de culoare bazofilă Raportul dintre aceste celule variază Tumora are tendinta de generalizare precoce, doar la x/ pacienti este depistata in stadiul I-II al bolii În măduva osoasă în timpul leucemizării procesului, se observă infiltrarea limfoidă cu deplasarea germenilor hematopoietici normali În sângele periferic apar leucocitoză, anemie și/sau trombocitopenie, limfocitoză absolută Dintre limfocite predomină celulele de mărime medie, cu un raport nuclear-citoplasmatic ridicat, un nucleu de formă neregulată, cu crăpături și crestături adânci Citoplasma înconjoară nucleul cu o margine îngustă de culoare albastru deschis Imunofenotip: celulele tumorale exprimă antigene de celule pan-B (CD , CD , CD , CD a) în combinație cu imunoglobuline de suprafață, mai des IgM, IgG: Bc + În cele mai multe cazuri, sunt detectate expresia CDJO și absența CD Rareori CD este detectat Celulele tumorale exprimă proteina nucleară Bc LABORATOR HEMATOLOGIE Citogenetică: anomalia clasică este t( ; ) (q ; q ), ceea ce duce la hiperactivarea bc și la hiperproducția proteinei genei bc - oncoproteina Bc , un inhibitor puternic al apoptozei Previne o creștere a concentrației de Ca în nucleu, care este necesară pentru degradarea ADN-ului și inducerea apoptozei Exprimarea proteinei Bc face posibilă diferențierea între limfomul folicular și hiperplazia ganglionilor reactivi foliculari Progresia limfomului folicular este însoțită de transformarea în limfom difuz agresiv cu celule B mari la - % dintre pacienți Limfom al zonei marginale a splinei cu limfocite de proces Reprezintă mai puțin de % din toate tumorile limfoide Vârsta medie a pacienților este de - de ani Se caracterizează prin proliferarea tumorală a limfocitelor B, care sunt localizate în centrii germinali ai pulpei albe a splinei Simptomul principal este splenomegalia severă Creșterea ganglionilor limfatici periferici este nesemnificativă sau absentă Leziunile măduvei osoase sunt de natură focală Examenul histologic al splinei relevă infiltrarea pulpei albe cu celule tumorale În % din cazuri, în serul sanguin este detectată o paraproteină monoclonală de tip IgM Dezvoltarea rapidă a procesului de leucemizare este caracteristică La % dintre pacienți, în sângele periferic se observă anemie moderată, trombocitopenie și leucocitoză, depășind rar x / l În formula leucocitară au loc limfocitoză absolută și neutropenie Majoritatea celulelor sunt reprezentate de limfocite atipice, care sunt mai mari decât în leucemia limfocitară cronică, au nucleul rotunjit, deseori cu depresiuni, divizări, distribuția aglomerată a cromatinei și sunt posibile nucleoli Citoplasma este rară, moderat bazofilă, are excrescențe citoplasmatice subțiri, scurte, adesea localizate la unul dintre polii celulei Vacuolizarea poate apărea în citoplasmă Citochimie: reacția la fosfataza acidă rezistentă la tartrat din limfocitele din sânge și măduvă osoasă este negativă sau slab pozitivă Imunofenotip: expresia strălucitoare a imunoglobulinelor de suprafață din clasa IgM, IgD este caracteristică, imunoglobulinele intracitoplasmatice sunt uneori determinate, expresia markerilor limfocitelor B - CD , CD , CD , CD a Spre deosebire de celulele LLC nu exprimă CD , CD , CD Citogenetică: în unele cazuri, celulele tumorale conțin trisomia , t (l : ) și alte anomalii cromozomiale Boala se caracterizează printr-un curs benign Limfom din celulele zonei mantalei Reprezintă - % din toate limfoamele maligne Analogul tumoral este un limfocit al zonei mantalei a ganglionului limfatic (CD CD ) Vârsta medie a pacienților este de de ani Cele mai caracteristice semne clinice: limfadenopatie generalizată, afectarea ficatului, splinei, măduvei osoase Implicarea măduvei osoase în proces apare în - % din cazuri Cele mai frecvente locuri de localizare a tumorii extraganglionare sunt tractul gastrointestinal și inelul faringian al lui Waldeyer Cele mai multe dintre observațiile polipozei limfomatoide multiple (leziuni gastrointestinale) se referă la limfomul din celulele zonei mantalei Desenul normal al ganglionului limfatic este șters, tipul difuz de leziune este mult mai frecvent, mai rar - nodulară Există trei variante citologice: de la celule mici cu nucleul rotunjit, polimorfe (din celule mari și mijlocii cu nucleu divizat) și blastoid (blastoid), asemănătoare limfoblastelor Faza leucemică a limfomului din celulele zonei mantalei se caracterizează printr-o dimensiune medie a celulelor tumorale cu un nucleu de formă neregulată, divizat sau deprimat, nucleoli indistincți HEMATOLOGIE DE LABORATOR Imunofenotip: expresia caracteristică a antigenelor celulelor pan-B (CD , CD , CD a) în combinație cu IgM de suprafață, adesea cu co-exprimarea IgD Adesea există expresia CD , CD în absența CD și CD Citogenetică: translocarea t(l ; ) (ql : q ) și supraexprimarea ARNm a ciclinei D apar în - % din cazuri Tulburările structurale sunt detectate și în cromozomii , și Limfom difuz cu celule B mari Reprezintă - % din toate limfosarcoamele la adulți, vârsta medie a pacienților este de de ani Caracterizat printr-un curs agresiv Se poate dezvolta ca o boală independentă sau ca urmare a transformării limfoamelor cu celule mature Imunodeficiența la pacienți crește riscul de a dezvolta limfom difuz cu celule B mari Purtătorul virusului Epstein-Barr este adesea detectat Leziunea țesutului limfoid este tipică, dar localizarea extraganglionară apare în % din cazuri (sistem nervos central, piele, tract gastrointestinal, oase, testicule, țesuturi moi etc ) Clasificarea OMS identifică mai multe variante clinice ale limfomului difuz cu celule B mari: limfom mediastinal (timic), intravascular, primar al cavităților seroase Limfom cu celule B mari ALK-pozitiv Analogul non-tumoral este celulele B ale centrului germinativ (centroblastele) și zona postgerminală (imunoblastele) În această boală au fost identificate mai multe variante morfologice: centroblastice, imunoblastice, anaplazice (caracterizate prin prezența celulelor mari asemănătoare celulelor Berezovsky-Sternberg) Cu leucemia limfomului difuz cu celule B mari, se observă infiltrarea celulelor blastice în măduva osoasă și în sângele periferic Imunofenotip: celulele tumorale sunt caracterizate prin exprimarea antigenelor celulelor pan-B (CD , CD , CD , CD a) Imunoglobulinele de suprafață și/sau citoplasmatice se găsesc în - % din cazuri Ele sunt detectate în celulele cu semne morfologice de diferențiere plasmatică În ciuda faptului că în majoritatea cazurilor de limfom anaplazic cu celule mari, expresia CD este detectată, un model similar poate apărea și în limfomul non-anaplazic cu celule mari Limfomul B mare difuz este pozitiv pentru Bcb, Bc în - % din cazuri Fracția de proliferare a celulelor Ki- + este mare și se ridică la - % Citogenetică: cea mai frecventă este translocarea t( ; ), combinată cu expresia genei Bcl , translocarea t ( : ), mai rar altele limfomul Burkitt Limfomul Burkitt este o tumoare agresivă, reprezentând - % din toate limfoamele maligne Cel mai adesea, limfomul Burkitt este înregistrat în primele două decenii de viață; este rar la adulți Există un tip endemic (Africa Ecuatorială, Noua Guinee), care este asociat cu virusul Epstein-Barr, un tip sporadic (limfom Burkitt-like), înregistrat pe tot globul, și limfomul Burkitt asociat cu HIV În Europa, SUA și Rusia, tipul sporadic de limfom este rar și este de - % la adulți La copii, limfomul Burkitt ajunge la - % din toate cazurile de limfoame Limfomul Burkitt și limfoamele asemănătoare Burkitt reprezintă până la % din toate limfoamele asociate HIV La unii pacienți, boala se manifestă sub formă de leucemie limfoblastică acută (varianta BZ) Un analog non-tumoral este celulele blastice ale centrilor germinali timpurii (blast B folicular) Cel mai adesea, tumora are o localizare extranodală (organe ale tractului gastrointestinal, oase ale părții faciale a craniului, mediastin, rinichi, glanda mamară, sistemul nervos central) cu un model de creștere difuz Leucemizarea procesului tumoral se caracterizează prin infiltrare LABORATOR HEMATOLOGIE măduva osoasă și sângele periferic elemente limfoide monomorfe de mărime medie cu bazofilie intensă și vacuolizare a citoplasmei care conține o cantitate semnificativă de lipide Nucleii conțin - nucleoli de dimensiuni medii, dimensiunea celulelor variază Există multe macrofage care conțin fragmente de celule - corpuri apoptotice, care creează o imagine a "cerului înstelat" Rareori, predomină celulele mari, care pot fi confundate cu celule mari de limfom cu celule B Se notează multe figuri mitotice Fracția de proliferare a celulelor Ki- + este mare și variază de la la % Imunofenotip; celulele tumorale exprimă imunoglobulinele de suprafață IgM și antigenele celulelor pan-B (CD , CD , CD ), CD , Bd , adesea CD (receptorul virusului Epstein-Barr) Citogenetică: este caracteristică translocarea t ( ; ) (q ; q ) cu activarea proto-oncogenei c-myc Translocațiile t( : ) și t( ; ) pot fi detectate Supraexprimarea genei c-tus duce la dereglarea creșterii celulare și este un eveniment cheie în patogeneza limfomului Burkitt TUMORI T-CELULE DIN CELULELE T MATURE (PERIFERICE) Acesta este un grup eterogen de tumori reprezentat de limfocite T cu un fenotip imunologic posttimic matur Aproximativ % dintre limfoamele maligne sunt de origine celulelor T Se remarcă legătura acestor boli cu unele zone geografice Astfel, în Japonia și alte țări asiatice predomină limfoamele cu celule T asociate cu virusul HTLV-I (virusul limfotrop T uman tip ) leucemie prolimfocitară cu celule T O boală rară, înregistrată peste de ani, are un curs agresiv În tabloul clinic se observă limfadenopatie generalizată, leziuni cutanate sub formă de erupții cutanate eritematoase, papulare, hepatosplenomegalie În măduva osoasă există infiltrație limfoidă difuză cu predominanță a prolimfocitelor În sângele periferic - anemie, hiperleucocitoză cu un număr crescut de prolimfocite - celule de dimensiuni medii, un nucleu rotund, oval sau neregulat, - nucleoli și diferite grade de bazofilie în citoplasmă Uneori celulele sunt mici, iar nucleolii din nucleu nu se disting (varianta cu celule mici) În unele cazuri ale variantei cu celule T a leucemiei prolimfocitare, există un polimorfism al nucleilor prolimfocitelor (încolăcit, răsucit, divizat, în formă de creier) Imunofenotip; celulele tumorale exprimă CD +CD *CD +CD 'CD +CD - Citogenetică: în leucemia T-prolimfocitară se observă anomalii ale cromozomului , translocație t ( : ) Speranța medie de viață a pacienților este de aproximativ luni Leucemie cu celule T din limfocitele granulare mari Boala se caracterizează prin limfocitoză de lungă durată (> luni) fără o cauză bine stabilită din cauza limfocitelor granulare mari (LGL) Leucemia cu celule T din limfocitele granulare mari reprezintă - % din toate cazurile de LLC Se caracterizează printr-un curs benign al procesului Tabloul clinic al bolii se caracterizează prin infecții bacteriene recurente, simptome de artrită reumatoidă, creșterea dimensiunii splinei, hipergammaglobulinemie policlonală, citopenie (neutropenie, anemie), limfocitoză absolută BGL-urile au un diametru de - µm, nucleul este rotund sau ușor oval, situat oarecum excentric, cromatina este condensată și nucleolii nu sunt vizualizați Citoplasma este largă, ușoară sau slab bazofilă, cu granule azurofile delicate sau dense de diferite LABORATOR HEMATOLOGIE marime si cantitate Imunofenotip: în % din cazuri există CD +, CD -, CD +, TCrafT Variante rare: • CD +, TCRc$+, CD +, CD ; CD +, TCRa[ +, CD +, CD +; • expresia CD , TCRySy CD și CD este indistinctă; • expresia CDllb, CD , CD variază considerabil Leucemie agresivă cu celule NK Leucemia T natural killer este caracterizată prin proliferarea clonală a celulelor NK și o evoluție clinică agresivă Boala este înregistrată mai des în țările asiatice la tineri Se dezvoltă febră, hepatosplenomegalie, leziuni ale tractului gastrointestinal și limfadenopatie Boala poate fi complicată de coagulopatie, sindrom hemofagocitar, insuficiență multiplă de organe Virusul Epstein-Barr joacă un rol în patogeneza leucemiei cu celule T natural killer În măduva osoasă, există o infiltrare masivă a celulelor tumorale NK cu morfologie BGL Pot apărea histiocite reactive cu fenomenul de hemofagocitoză În sângele periferic - anemie, leucocitoză cu limfocitoză absolută din cauza BGL Imunofenotip: celulele tumorale exprimă CD "CD +CD +, fără CD Micoză fungoide/sindrom Sezari (limfom cutanat primar cu celule T) Reprezintă - % din toate limfoamele maligne Analogul non-tumoral este limfocitele T epidermotrope periferice Boala se dezvoltă lent Caracterizat prin leziuni cutanate sub formă de papule, eritem, care se ulcerează treptat și sunt însoțite de mâncărime Alopecia se dezvoltă ca urmare a implicării în procesul scalpului O alta manifestare a bolii este eritrodermia cu mancarime intensa si intoleranta la frig Progresia micozei fungoide este însoțită de limfadenopatie, leziuni ale ficatului, plămânilor și sistemului nervos central Sindromul Cesari este considerat o variantă leucemică a bolii, care se caracterizează prin limfadenopatie, eritrodermie și prezența celulelor T tumorale în măduva osoasă și sângele periferic În măduva osoasă și în sângele periferic se găsesc limfocite atipice cu nuclei medulari, printre care se numără celule mari (celule clasice Cesari) și cele mici Nucleii ocupă cea mai mare parte a celulei, de obicei sunt de formă rotundă sau ovală, cu o structură cromatinică în formă de creier, contortă, adesea fără nucleoli Citoplasma este bazofilă, situată în jurul nucleului sub formă de bumă, nu conține granule Celulele mici sunt detectate mai des decât celulele mari, au dimensiunea limfocitelor mici, o structură robustă a cromatinei (care corespunde structurii sale asemănătoare creierului în microscopia electronică) și o margine îngustă a citoplasmei Gradul de infiltrare a măduvei osoase de către celulele Cesari variază considerabil Imunofenotip: Celulele tumorale au fenotipul limfocitelor T mature (CD , CD , CD , CD ) Sunt descrise observații ale sindromului Cesari cu expresie redusă a CD , CD CD , CD , CD nu sunt exprimate BIBLIOGRAFIE Vladimirskaya E B Mecanisme de hematopoieză și leucemogeneză - M , - p Hematologie / Ed O A Rukavitsyn - Sankt Petersburg: SRL "D P ", - p Dolgov V V , Lugovskaya S A , Morozova V T , Pochtar M E Diagnosticul de laborator al anemiei - M: Triada, - p Imunologie și alergologie / Ed A A Vorobyov LA FEL DE Bykova, A V Karaulova - M : Medicină practică, - p Kozinets G I , Pogorelov V M , Dyagileva O A , Naumova I N Sânge analiza clinica Diagnosticul de anemie și leucemie Interpretarea rezultatelor - M : Medicină XXI, - s LABORATOR HEMATOLOGIE Lugovskaya S A , Kozinets G I Hematologia vârstnicilor - M : Triada, - p Lugovskaya S A , Morozova V T , Pochtar M E , Dolgov V V Hematologie de laborator - M : Triada, - p Lugovskaya S A , Pochtar M E Reticulocite - M , - p Lugovskaya S A , Pochtar M E Atlas hematologic - M : Triada - p Lugovskaya S A , Pochtar M E , Dolgov V V Analizoare hematologice Interpretarea unui test de sânge - M : Triada, - p Lugovskaya S A , Pochtar M E , Tupitsyn N N Imunofenotiparea în diagnosticul hemoblastozelor - M : Triada, - p Metode de cercetare clinică de laborator / Ed V V Menșikov - M : Labora, - T - p Morozova V T , Lugovskaya S A Ganglionii limfatici - M : Triada, - p Novik A A , Bogdanov A N anemie - Sankt Petersburg: Neva, - p Pogorelov V M , Kozinets G I , Kovaleva L G Diagnosticul de laborator și clinic al anemiei - M : MIA, - p Pogorelov V M , Kozinets G I cromozomi umani Metode de cercetare - M : Triada-Farm, - p Pochtar M E , Lugovskaya S A , Morozova V T Diagnosticul citochimic în hematologie de laborator - SPb , - p Ghid de hematologie / Ed A P Vorobyov - M , - T - Rumyantsev A G , Morshchakova E F , Pavlov A D Eritropoietina: proprietăți biologice, reglarea eritropoiezei în funcție de vârstă, aplicare clinică - M : GEOTAR-MED, - p Hoffbrand AV, Moss PAN, Pettit JE Hematologie esențială a -a ed - - p Clasificarea OMS a tumorilor țesuturilor hematopoietice și limfoide Agenția Internațională de Cercetare a Cancerului - Lyon, - p Capitolul Studii citologice în diagnosticul de laborator STUDIU CITOLOGIC ÎN PRACTICA CLINICĂ Citologia este știința celulei Progresele în studiul unor astfel de condiții patologice la om, cum ar fi creșterea malignă, regenerarea și leziunile radiațiilor depind în mare măsură de nivelul de dezvoltare a citologiei Citologia clinică este o specialitate care permite rezolvarea problemelor practice ale asistenței medicale Cu ajutorul unui studiu citologic, este posibil nu numai să se diagnosticheze o tumoră malignă, ci în unele cazuri să se efectueze verificarea morfologică exactă a acesteia; rezultatele sale ajută la determinarea tacticii de tratare a unui neoplasm, la efectuarea monitorizării dinamice a pacientului și la identificarea recidivelor tumorale Este la fel de important să se determine prezența unor afecțiuni non-tumorale (displazie, leziuni limită), al căror tratament în timp util previne dezvoltarea unei leziuni maligne Cu utilizarea metodelor moderne de analiză, numărul de erori în diagnosticul citologic este redus, fiabilitatea diagnosticului citologic crește Examenul citologic clinic este o examinare specială de laborator cu ajutorul unui microscop cu lumină, care se bazează pe studiul caracteristicilor celulelor și componentelor necelulare într-un frotiu din materialul diferitelor organe și țesuturi ale pacientului pentru a stabili un diagnostic de diverse leziuni Diagnosticul citologic se bazează pe caracteristicile modificărilor nucleului, citoplasmei, raportului nuclear-citoplasmatic, structurilor și complexelor celulare În munca practică - simplitate, viteză, capacitatea de a repeta cu ușurință studiul În mod tradițional, studiul compoziției celulare este inclus în complexul de teste clinice de laborator (sânge, măduvă osoasă, exsudate, secreții din diverse organe) Cu toate acestea, în multe aspecte, conform principiilor metodologice aplicate, examenul citologic este apropiat de examenul histopatologic, inclusiv datorită măsurii egale de responsabilitate a medicului pentru diagnosticul morfologic stabilit SH' STUDII CITOLOGICE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR X Sarcini și posibilități de examinare citologică F;- Aproape toate organele și țesuturile pot servi ca obiect al examinării citologice Analiza citologică include obținerea și prelucrarea materialului, microscopia acestuia și evaluarea morfologică, determinarea naturii procesului, formularea unei concluzii cu stabilirea formei nosologice a bolii în conformitate cu clasificările morfologice acceptate Metoda citologică face posibilă efectuarea diagnosticului diferențial al unui neoplasm malign cu leziuni non-tumorale (pre-tumorale) și tumori benigne de diferite locații, clarificarea stadiului procesului, identificarea recidivelor precoce și tardive și persistența tumorii după tratament Diagnosticul citologic este utilizat în rezolvarea diferitelor probleme de prevenire și diagnosticare, care au fost formulate de Cardozo • Screening (examen profilactic) • Stabilirea (clarificarea) diagnosticului bolii • Diagnosticul precoce al cancerului: diagnostic indicativ pentru dezvoltarea tacticilor de examinare ulterioară; ■ Metodă de diagnostic care economisește timp și evită spitalizarea: ❖ evitarea procedurilor de diagnostic neplăcute, dificile sau chiar riscante; stabilirea (clarificarea) diagnosticului în timpul operației: <> în unele situații este singura metodă de diagnosticare posibilă • Examen citologic în comparație cu datele histopatologice: <> metoda morfologica mai sigura, care are un avantaj psihologic fata de patohistologic; la primirea materialului nu lasă o cicatrice, dă mai puține complicații • Monitorizare dinamică (pentru depistarea precoce a recidivei tumorale) • Control în timpul și după tratament, inclusiv după intervenții chirurgicale, radioterapie și chimioterapie, precum și în procesul inflamator • Pentru cercetare științifică • Să se determine în frotiu unele soiuri de bacterii, ciuperci, protozoare STUDIU CITOLOGIC ÎN TIMPUL EXAMINĂRII PREVENTIVĂ Progresul în asigurarea sănătății populației depinde în mare măsură de efectuarea unor examinări preventive în masă, în primul rând în grupul cu risc crescut de apariție a unei anumite boli, în special în cazul neoplasmelor maligne Un avantaj unic al metodei citologice este posibilitatea monitorizării dinamice a modificărilor celulare (determinarea condițiilor de fond și precanceroase) Diagnosticul precoce al tumorilor din punct de vedere organizațional constă în două etape: • examinarea în masă a populației pentru depistarea unei tumori sau semne care nu permit excluderea acesteia, precum și afecțiuni non-tumorale și precanceroase; • specificarea diagnosticelor în grupurile selectate în timpul screening-ului În prima etapă, examenul citologic trebuie să fie cu un grad ridicat de sensibilitate Studiul frotiurilor din colul uterin este foarte eficient INVESTIGAȚII CITOLOGICE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR este un test de screening care mărește diagnosticul de tumori de aproximativ ori comparativ cu examenul vizual În acest caz, există o creștere semnificativă a frecvenței de detectare a cancerului în stadiile incipiente și preclinice ale procesului Examinarea citologică a frotiurilor din colul uterin este inclusă în lista de studii în timpul examinării medicale a populației În a doua etapă a diagnosticului tumorii, împreună cu sensibilitatea ridicată la metoda citologică, este necesară o specificitate ridicată STUDIU CITOLOGIC LA STABILIREA (CLARIFICAREA) DIAGNOSTICUL BOLII Sarcina analizei citologice este de a confirma sau infirma prezența unei tumori maligne (oncocitologie), precum și de a determina tipul acesteia În procesul de diagnostic diferențial, în absența datelor care indică o tumoră malignă, citologul încearcă să determine natura procesului patologic diagnosticarea leziunilor inflamatorii, reactive, proliferative, premaligne sau tumorilor benigne Un diagnostic care conține doar o descriere a tabloului citologic sau o concluzie despre prezența celulelor atipice nu conține informațiile necesare pentru a determina tactica de tratament Un rezultat citologic negativ nu exclude prezența cancerului O caracterizare citologică detaliată a unui neoplasm permite unui specialist să aleagă în mod rezonabil o metodă de tratament (chirurgical, radiații, chimioterapie, combinația lor), deoarece tumorile de origine și structură diferite răspund diferit la terapie Analiza citologică permite aprecierea naturii și severității hiperplaziei epiteliale, diagnosticarea unei afecțiuni precanceroase (displazie epitelială) și, pe această bază, formarea grupelor cu risc ridicat Adesea, acest studiu este singura metodă care justifică începerea tratamentului STUDIU CITOLOGIC PENTRU DIAGNOSTICUL PRECOCE AL CANCERULUI Examenul citologic are avantaje incomparabile față de alte metode de depistare a stadiilor inițiale de dezvoltare a tumorii Dovada în acest sens este diagnosticul citologic al cancerului de stomac, plămân, vezică urinară și alte organe chiar înainte de apariția simptomelor clinice, radiologice, endoscopice ale bolii Dezvoltarea tehnicilor endoscopice, a studiilor cu ultrasunete și radiații a contribuit într-o mare măsură la introducerea pe scară largă a examenului citologic în diagnosticul tumorilor în aproape toate organele și țesuturile corpului, inclusiv organele interne și creierul, anterior inaccesibile celor non-operatori analiza morfologică STUDIU CITOLOGIC ÎN COMPARAȚIE CU DATE PATOISTOLOGICE Standardul pentru fiabilitatea unui diagnostic citobologic este un studiu patohistologic, deci este esențial important să le comparăm Cu toate acestea, la stabilirea unui diagnostic, chiar și un patolog cu experiență poate face greșeli, ajungând la % din observații Relațiile spațiale ale componentelor tisulare din preparatul citologic sunt semnificativ perturbate (în pregătirea histologică, de regulă, ele sunt păstrate), ceea ce limitează conținutul informațiilor de diagnosticare a unui frotiu al caracteristicilor structurale ale țesutului alterat patologic și normal Caracteristicile metodei citologice în comparație cu cele patohistologice: • o cantitate semnificativ mai mică din materialul studiat; • invazivitatea scăzută și chiar atraumaticitatea primirii acestuia; • pregătirea și colorarea rapidă a unui frotiu, care nu necesită o prelucrare complexă pe termen lung și echipamente speciale STUDII CITOLOGICE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR Un studiu citologic este de preferat atunci când o biopsie operațională a unei bucăți de țesut este nedorită sau contraindicată (de exemplu, studiul amprentelor tumorale cutanate cu un diagnostic prezumtiv de melanom), pentru clarificarea urgentă a naturii leziunii în timpul examinării instrumentale (endoscopice) , ultrasunete, imagistica prin rezonanta magnetica si computerizata), in unele situatii care apar in timpul operatiei Examinarea citologică a punctatelor ganglionilor limfatici vă permite să determinați stadiul răspândirii procesului malign fără biopsie Dacă rezultatele studiilor citologice și patohistologice nu se potrivesc, este recomandabil să se reanalizeze toate datele pacientului, apoi să se organizeze un consiliu de citopatologi ai laboratorului împreună cu șeful acestuia sau (în absența acestuia) cu un consultant extern, și, în final, discutați rezultatul studiului cu medicul anatomopatolog și cu medicul curant Convingerea citopatologului în diagnostic dictează necesitatea de a aplica la centrul de consultanță al Asociației Citologilor Clinici din Rusia (în esență, o comisie de experți cu implicarea specialiștilor cu înaltă calificare) Dacă diagnosticul patohistologic eșuează, un diagnostic citologic sigur poate servi ca bază pentru tratament Stabilirea (clarificarea) diagnosticului în timpul intervenției chirurgicale Progresele în diagnosticul citologic permit metodei să fie utilizată pe scară largă ca studiu intraoperator pentru a: • stabilirea naturii procesului patologic, dacă acesta nu a putut fi determinat înainte de operație, precum și dacă constatările operaționale contrazic diagnosticul stabilit înainte de operație; • evaluarea gradului de răspândire, în special, germinația și metastazarea tumorii la organele și țesuturile învecinate sau îndepărtate; • determinarea eficacității îndepărtării chirurgicale radicale a tumorii Examenul citologic este metoda de elecție atunci când se studiază materialul neadecvat pentru examinarea histologică urgentă (mase dense și libere care se prăbușesc, bucăți de țesut foarte mici necorespunzătoare pentru pregătirea secțiunilor înghețate, țesuturi calcificate, lichide etc ) Monitorizare în timpul și după tratament Examenul citologic este metoda de alegere pentru monitorizarea dinamică a rezultatelor radiațiilor, chimioterapiei și tratamentului hormonal Datele citologice sunt esențial indispensabile pentru o evaluare morfologică obiectivă a modificărilor precoce și tardive care apar în tumoră în timpul tratamentului cu radiații și chimioterapie al pacientului (patomorfoză terapeutică) Ele fac posibilă aprecierea sensibilității celulelor tumorale la aceste efecte și a eficacității tratamentului Monitorizare dinamică, detectarea recurențelor Un studiu citologic permite monitorizarea modificărilor celulare în dinamică la reprezentanții grupului cu risc ridicat și la pacienții care au fost tratați pentru o tumoare malignă, ceea ce este practic imposibil folosind alte metode morfologice Examen citologic în diverse domenii ale medicinei clinice Citologia clinică s-a dezvoltat în mod tradițional pe baza metodelor exfoliative de obținere a materialului: studiul fluidelor (exudat, lavaj STUDII CITOLOGICE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR apă, urină), secreţii (sputa), frotiuri de col uterin, răzuire de la suprafaţa tumorii În prezent, o secțiune importantă a citologiei este studiul materialului obținut prin metode de puncție Practic, materialul pentru cercetare este obținut prin perforarea formațiunilor tumorale cu un ac subțire sub controlul ultrasunetelor, raze X și tomografie computerizată O proporție semnificativă a cercetării în citologia clinică modernă reprezintă obținerea de material prin răzuire cu o perie în timpul endoscopiei, frotiuri-amprente de material chirurgical și de biopsie, inclusiv trepanobiopsie Diagnosticul citologic permite răspunsul la unele întrebări speciale privind caracteristicile bolilor în diferite domenii ale medicinei clinice • În ginecologie, examenul citologic este de mare importanță pentru diagnosticarea leziunilor și tumorilor precanceroase, a unor infecții cu transmitere sexuală, precum și pentru determinarea stării hormonale în diferite perioade ale vieții unei femei și dezvoltarea tacticilor de tratament hormonal • În obstetrică - pentru diagnosticarea duratei sarcinii (prematuritate, postsarcină, amenințare de avort spontan), evaluarea prognosticului și a tacticilor de tratament la gravidele cu tulburări hormonale și avorturi recidivante, determinarea debutului așteptat al ciclului menstrual în perioada postpartum • În endocrinologie - pentru diagnosticul și diagnosticul diferențial al leziunilor tiroidei, paratiroidei, pancreasului, glandelor suprarenale, glandei pituitare, precum și a bolilor genetice (determinarea cromatinei sexuale pentru a identifica sindroamele Shereshevsky-Turner, Klinefelter, X- trisomie etc ) • În chirurgie - pentru a caracteriza exudatul plăgii, termenii de vindecare a plăgii (regenerare reparatorie), recunoașterea bolilor chirurgicale, pentru diagnosticul intraoperator urgent, stabilirea naturii procesului patologic în diagnosticul diferențial al leziunilor care necesită intervenție chirurgicală urgentă, boli oncologice etc • În gastroenterologie - pentru diagnosticarea diferitelor boli non-tumorale și tumori ale tractului gastrointestinal, recunoașterea Helicobacter pylori și determinarea gradului de contaminare a mucoasei • În hematologie - pentru a determina natura leziunilor ganglionilor limfatici și a măduvei osoase, diagnosticul diferențial al limfoamelor maligne, leziunile metastatice, determina gradul de malignitate a tumorii, prevalența acesteia • Boli infecțioase În ftiziologie, pe lângă identificarea tuberculozei, examenul citologic vă permite să clarificați faza procesului inflamator (alternativ, exsudativ, proliferativ), activitatea acestuia (fibroză, vindecare) La diagnosticarea SIDA (în special în stadiul III al leziunii), prin metoda citologică, se pot determina din semne sigure ale bolii (afectarea sistemului imunitar, agenți patogeni ai infecțiilor oportuniste, micobacterii, boala Whipple, sarcomul Kaposi) , etc ) Principii de bază pentru asigurarea calității diagnosticului citologic CALIFICAREA UNUI CITOLOG Un citopatolog al unei instituții medicale de orice profil, împreună cu întrebările generale de diagnosticare citologică, trebuie să fie competent în oncologie clinică, gp: STUDII CITOLOGICE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR oncomorfologie, să cunoască clasificările histologice internaționale ale tumorilor, ținând cont de faptul că criteriul de fiabilitate a unui studiu citologic este Ș diagnosticul histopatologic Evaluarea materialului citologic este destul de subiectivă, se realizează pe baza unei comparații a standardului normei cu principalele caracteristici distinctive ale citogramei semnelor patologice ale unei anumite boli PRIMIREA MATERIALULUI Obținerea de material pentru examinarea citologică, precum și pentru examinarea histopatologică, este efectuată de un specialist în endoscopie, ecografie, un chirurg, un oncolog, un ginecolog, un radiolog și mult mai rar un citolog (citopatolog) Detaliile metodei de obținere a materialului sunt de competența citopatologului, care este capabil să evalueze în mod realist eficacitatea studiului citologic De aceea, participarea unui citopatolog la alegerea tacticii raționale pentru o examinare cuprinzătoare a pacientului pentru a obține material adecvat este nu numai competentă, ci și necesară CONTACTAȚI CU UN CLINIC (ONCOLOG, CHIMIOTERAPEU, CHIRURG, SPECIALIST RADIOTERAPIE ȘI ALȚI MEDICI) În timpul unei examinări cuprinzătoare a pacientului, evaluarea imaginii citologice este efectuată cu implicarea obligatorie a datelor din tabloul clinic și a metodelor de cercetare de laborator și instrumentale (anamneză, manifestări clinice, rezultate ale radiografiei, metoda endoscopică, etc ) Este important ca un citopatolog să înțeleagă esența simptomelor existente ale bolii Gândirea clinică ajută la diagnosticul citologic diferențial al tumorilor Mulți clinicieni cred că informațiile clinice ar trebui să fie ascunse de citopatolog, deoarece cunoașterea datelor clinice duce la un diagnostic citologic "părținător" Cu toate acestea, informațiile clinice, inclusiv istoricul și examenul fizic, stau la baza diagnosticului și, împreună cu alte date de laborator și instrumentale, reduc semnificativ un număr mare de diagnostice la un număr mic de boli posibile Lipsa contactului cu medicul care primește materialul pentru studiu este inacceptabilă, deoarece rezultatul unui studiu citologic depinde nu numai de informațiile clinice și de constatările microscopiei, ci și de observațiile făcute de medic la momentul primirii materialului Este esențial important ca un citopatolog să poată utiliza informații clinice detaliate despre un anumit pacient În esență, "printr-un frotiu" citopatologul "contactează" direct cu pacientul Prezența gândirii clinice și un nivel ridicat de competență nu numai în materie de citologie clinică, ci și în domeniul unei anumite metode clinice asigură citopatologului o comunicare profesională cu un specialist CONTACT CU UN PATOLOG (HISTOLOG) Un principiu important al practicii citologice este de a lucra îndeaproape cu medicul patolog Materialul citologic, în comparație cu materialul patohistologic, poartă informații despre o zonă mai limitată din punct de vedere teritorial a substratului patologic, care este determinată de metoda de obținere a materialului La fel de importantă este comunicarea profesională cu un patolog pentru a interpola corect datele histopatologice pentru a înțelege tabloul citologic În același timp, este important ca citopatologul să cunoască caracteristicile procesului patologic (de exemplu, tumorile) la nivel de țesut, deoarece acestea reflectă tabloul citologic STUDII CITOLOGICE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR Este bine cunoscut faptul că cele mai bune rezultate de diagnostic sunt obținute de acei citopatologi care compară constant rezultatele diagnosticelor citologice și histopatologice ASIGURA LUCRĂRI DE CALITATE A LABORATORULUI, INCLUSIV EVALUAREA CALITĂȚII INTERNĂ ȘI EXTERNĂ Doar un frotiu e/y bine pregătit și colorat este supus examinării microscopice O bună fixare și colorare a materialului de testat joacă un rol esențial în stabilirea diagnosticului corect În ultimii ani, din ce în ce mai multe metode tradiționale de preparare a preparatelor sunt înlocuite cu prepararea standard a unui frotiu în strat subțire (citologie pe bază de lichid) Efectuarea controlului de calitate extern și intern al laboratorului crește eficiența laboratorului de citologie Formularea unui diagnostic citologic Un studiu citologic al preparatelor ar trebui să constea într-o descriere a tabloului morfologic și formularea efectivă a diagnosticului, dacă este posibil, indicând natura procesului (benign sau malign) în prezența unei tumori, determinând țesutul aparținând, dacă este posibil , forma histologică și gradul de diferențiere a acesteia Uneori, datele unui studiu citologic ne permit doar să afirmăm prezența unui neoplasm malign, dar nu fac posibilă determinarea tipului de celule tumorale Cu toate acestea, chiar și un astfel de diagnostic este valoros pentru gestionarea corectă a pacientului Criterii de diagnostic citologic Baza diagnosticului citologic este studiul celulelor, modificările locației și structurii lor Pe baza criteriilor cunoscute pentru diagnosticul citologic, se analizează compoziția celulară și necelulară: numărul de celule, prezența celulelor de diferite tipuri, localizarea acestora în structuri sau separat, tipul structurilor, dimensiunea, forma, structura celule și nuclee, raportul nuclear-citoplasmatic, prezența sau absența polimorfismului celular și nuclear și alți parametri În funcție de gradul de severitate al abaterilor de la compoziția celulară normală, se apreciază natura procesului patologic În același timp, se ia în considerare fundalul medicamentului - elemente din sânge, substanță fără structură, coloid, grăsime etc Numărul de celule dintr-un frotiu este determinat de puterea conexiunii intercelulare, abundența stromei O compoziție celulară bogată este caracteristică tumorilor slab diferențiate și cancerului, hemato- și limfosarcomului, tumorii lui Ewing În sarcomul osteogen osteoplazic (sclerotic), în cancerul de sân scirous și lobular se găsesc materiale limitate și chiar celule unice Localizarea celulelor Celulele dintr-un frotiu pot fi localizate separat sau sub formă de structuri Leziunile benigne se caracterizează printr-o aranjare corectă, ordonată a celulelor, aceeași distanță între ele, dimensiuni similare ale celulelor și nucleilor care formează structura Neoplasmele maligne sunt caracterizate de structuri numite complexe Complexele se găsesc în cancer (tumori din țesut epitelial) sau sarcom (tumori din țesut non-epitelial - conjunctiv, muscular, nervos), adesea sub formă de mănunchiuri Dimensiunile celulelor și nucleelor Dimensiunile k mătuși sunt de obicei estimate în comparație cu dimensiunile celulelor normale de același tip Dimensiunea nucleelor este de obicei comparată cu dimensiunea unui eritrocit (în mod normal, destul de stabil - aproximativ microni) Dacă dimensiunea nucleului este mai mică decât un eritrocit, acesta este considerat mic, dacă este de - ori mai mare decât un eritrocit - mediu, de - ori mai mare - mare, de sau mai multe ori - gigant Raport STUDII CITOLOGICE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR *> dimensiunea nucleului și a citoplasmei (raportul nuclear-citoplasmatic) de asemenea | foarte diferit în celule diferite, iar la măsurarea acestuia, se ia în considerare gradul de abatere a acestui parametru de la o celulă normală de același tip ff? Fundalul medicamentului este adesea de mare valoare diagnostică Fundalul poate fi elemente de sânge periferic sau inflamație, însoțite de tumoră-£- , proces stâng, detritus celular, substanță interstițială Fundalul medicamentului sub formă de substanță interstițială poate avea valoare diagnostică în determinarea l / lu a țesutului aparținând tumorii (tumori care formează cartilaj) sau forma histologică (adenocarcinom cu formare de mucus) CATEVA CRITERII PENTRU LEZIUNI BENIGNE SI MALIGNE Cu leziuni reactive și de fond, numărul de celule (hiperplazie, proliferare), dimensiunea nucleelor sunt cel mai adesea crescute și se observă culoarea lor mai intensă (hipercromie) Cromatina este distribuită relativ uniform În unele nuclee (mai ales caracteristice epiteliului glandular), dimensiunea nucleolilor este crescută În unele condiții, dimensiunea celulelor și caracteristicile colorării citoplasmei sunt modificate Cu un proces limită (o leziune apropiată de o tumoare malignă), dimensiunea nucleelor este semnificativ crescută, nucleul este deformat, contururile sale sunt neuniforme, membrana nucleară este neuniform îngroșată Cromatina este distribuită neuniform, alternând zone mici și mari de compactare Se formează mai mulți nucleoli mici sau pot crește în dimensiune, se găsesc celule multinucleate Cu toate acestea, spre deosebire de o tumoare malignă, modificările în diferite celule sunt evaluate ca monomorfe (de același tip) Modificări ale compoziției celulare a unui frotiu într-o tumoare malignă • Polimorfismul celular și nuclear - diferența dintre caracteristicile diferitelor celule • Formarea de complexe din celule - structuri care diferă de cele normale • Modificări în fundalul medicamentului: pentru multe tumori maligne, este caracteristică așa-numita diateză tumorală - reacția țesutului conjunctiv la invazie (germinarea tumorii) În același timp, se determină mase granulare, leucocite, eritrocite, ceea ce creează aspectul unui fundal "murdar" Dacă există o cantitate suficientă de material și celulele sunt conservate, preparatul este bine pregătit și colorat, adesea fără a caracteriza tabloul microscopic, se formulează un diagnostic citologic indicând forma histologică a tumorii și gradul de diferențiere (adenocarcinom slab diferențiat) , carcinom cu celule scuamoase keratinizante, sarcom osteogen) Cu un material insuficient de convingător și o imagine citologică slabă, un frotiu și elementele celulare individuale sunt eliminate FORMULAREA DIAGNOSTICULUI CITOLOGIC ŞI INTERPRETAREA SA La formularea unui diagnostic citologic, se recomandă folosirea termenilor internaționali acceptați, deși este permisă, ca o remarcă suplimentară, utilizarea denumirilor de tumori și alte leziuni familiare în această instituție, Diagnosticele citologice afirmative și prezumtive trebuie să respecte ICD- , Clasificările histologice internaționale ale tumorilor ale OMS ( - ) • Model inflamator - elemente de inflamație (leucocite neutrofile și eozinofile, elemente limfoide și plasmatice, histiocite, macrofage, celule de corp străin) • Proliferarea (hiperplazia) epiteliului STUDII CITOLOGICE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR G • Diagnosticul unei leziuni benigne sau tumori fără formă histologică • Diagnosticul unei leziuni benigne sau tumori, indicând forma histologică în conformitate cu clasificarea histologică (tabloul citologic al sarcoidozei, citograma condromului etc ) • Celule cu semne de atipie (de origine necunoscută) - o astfel de concluzie nu poartă informații specifice de diagnostic și necesită o examinare ulterioară și reobținerea de material pentru examinarea citologică Acestea pot fi elemente benigne cu semne de atipie din cauza hiperplaziei crescute și a inflamației În acest caz, este necesar să se repete studiul, să se trateze inflamația sau un proces benign, să se reexamineze după tratament Cu toate acestea, celulele cu semne de atipie pot fi, de asemenea, o tumoare malignă • Asumarea unei tumori maligne - celule cu semne pronunțate de atipie, modificări distrofice; în acest caz, este necesară o reexaminare obligatorie, observație Cel mai adesea, cu un astfel de diagnostic, există motive serioase pentru a presupune o tumoare malignă Un diagnostic citologic într-o formă prezumtivă este considerată o informație care dictează necesitatea și direcția unor studii suplimentare De asemenea, nu are nicio semnificație juridică Cu toate acestea, experiența arată că un diagnostic prezumtiv, la rândul său, oferă unele informații de diagnostic De exemplu, un diagnostic citologic prezumtiv al unei tumori pulmonare maligne în viitor, odată cu continuarea studiului de diagnostic, este confirmat la - % dintre pacienți Atipia severă identificată a celulelor epiteliale într-un frotiu și presupunerea unei tumori în materialul puncției prin aspirație cu ac fin (APTI) a glandei prostatei sunt confirmate ulterior la aproximativ % dintre pacienți Diagnosticul citologic prezumtiv al tumorii este de o importanță deosebită în primele etape ale screening-ului Prezența unei tumori maligne se presupune și atunci când se obține un număr mic de celule cu atipie sau modificări distrofice • Diagnosticul unei tumori maligne fără precizarea formei histologice - concluzie când tabloul citologic nu permite stabilirea formei histologice a tumorii • Diagnosticul unei tumori maligne indicând forma histologică în conformitate cu clasificările histologice (carcinom scuamos cu cheratinizare, boala Hodgkin, sarcom osteogen etc ) Examenul citologic este o metodă eficientă de diagnosticare a tumorilor maligne ale diferitelor organe, iar diagnosticul citologic al unei tumori în formă afirmativă este considerat din ce în ce mai mult ca echivalentul unui examen histopatologic, adică are semnificație juridică și poate aduce modificări la diagnosticul prezumtiv clinic, endoscopic, radiologic Un diagnostic citologic afirmativ stabilit de un specialist calificat, ținând cont de posibilitățile și limitele metodei, dacă coincide cu datele studiilor clinice, de laborator și instrumentale, este semnificativ din punct de vedere juridic, servește drept bază pentru începerea tratamentului radical Deoarece tratamentele pentru cancer pot fi foarte agresive, monitorizarea este necesară în absența dovezilor convingătoare ale unei tumori pentru a preveni supradiagnosticul Unele cazuri complexe controversate necesită confirmarea histologică a diagnosticului • Un răspuns descriptiv poate fi dacă există o cantitate insuficientă de material sau este reprezentat în principal de elemente de inflamație și peri- SLAV- STUDII CITOLOGICE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR sânge feric, elemente celulare individuale cu modificări distrofice pronunțate care fac dificilă identificarea celulelor În text, puteți indica ce a cauzat absența unui diagnostic (cantitate insuficientă de material, dificultate în interpretarea elementelor celulare detectate și a întregului tablou citologic) Contrar credinței populare, se poate argumenta că atât rezultatele citologice "nesatisfăcătoare" cât și "neinformative" oferă uneori medicului curant informații de diagnostic indirecte Deci, de exemplu, cele mai multe dintre APTI "ineficiente" ale glandelor mamare și tiroide sunt observate cu leziunile lor benigne • Răspuns negativ - celulele unei tumori maligne (sau altă boală suspectată de medicul curant) nu sunt detectate În astfel de cazuri, puteți specifica ce elemente se găsesc (sânge periferic, elemente de inflamație etc ) Un rezultat negativ al unui studiu citologic, de obicei, nu conține informații despre boală și nu respinge în mod oficial ipoteza clinică despre procesul patologic, este considerat ca un indiciu al necesității de a continua studiile de diagnostic SEMNIFICAȚIA STUDIULUI CITOLOGIC Anumite dificultăți de diagnostic apar în situația în care, în locul patologiei presupuse de datele clinice, se stabilește o altă boală într-un diagnostic citologic afirmativ Nivelul de informații conținut în diagnosticul citologic afirmativ asociat cu determinarea naturii leziunii poate fi diferit Un diagnostic afirmativ al unei tumori maligne oferă un exemplu de prim nivel (de bază) de acuratețe diagnostică, adesea suficient pentru scopuri terapeutice De fapt, în multe cazuri, orice biopsie este de așteptat în mod realist, în primul rând pentru a concluziona că leziunea este benignă sau malignă Verificarea citologică a formei histologice a tumorii reflectă al doilea nivel de informare De exemplu, celulele unei tumori maligne cu semne de diferențiere glandulare detectate într-un frotiu fac posibilă diagnosticarea adenocarcinomului, stabilind în același timp gradul de diferențiere a acestuia (înalt, moderat, scăzut) Următorul nivel de informații de diagnostic în examenul citologic este determinarea naturii primare sau metastatice a tumorii, iar în studiul metastazelor, presupunerea celei mai probabile localizări primare a tumorii Scopul studiului face anumite corecții în diagnosticul citologic În special, scopul screening-ului este prevenirea și depistarea precoce a unei tumori La stabilirea unui diagnostic citologic în timpul screening-ului, ei respectă principiul care permite, în caz de dubiu, în interpretarea datelor microscopice sau în diagnosticul diferențial al cazurilor limită iar o tumoră, care arată vigilență oncologică, "supraestimează" diagnosticul citologic Acest lucru este justificat de faptul că, în screening, specificul metodei este un parametru mai puțin critic, deoarece rezultatele sunt întotdeauna verificate în etapele ulterioare ale diagnosticului de clarificare și o examinare cuprinzătoare a pacientului În etapa de clarificare a diagnosticului într-un departament de specialitate, crește rolul fiabilității ridicate a diagnosticului citologic De aceea, într-un caz îndoielnic de leziune limită, este mai bine să nu "supraestimați" diagnosticul citologic De exemplu, dacă este imposibil să se efectueze un diagnostic diferențial de încredere între displazia epitelială severă și o tumoare malignă a colului uterin în condiții de screening, este recomandabil să se sugereze INVESTIGAȚII CITOLOGICE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR reglementarea cancerului, iar în timpul diagnosticului de clarificare pe același frotiu în condițiile unui dispensar oncologic, este necesar să se stabilească un diagnostic de displazie epitelială severă, evitând astfel efectele terapeutice ilegale Cu toate acestea, ar trebui făcute mai multe cercetări pentru a stabili un diagnostic precis LIMITARI ALE DIAGNOSTICULUI CITOLOGIC Diagnosticul citologic are limitări: • material defect și informații clinice insuficiente; • subiectivism și puțină experiență practică a unui citolog; • utilizarea insuficientă a metodelor moderne obiective în munca practică În ciuda progreselor în diagnosticul citologic, erorile sunt inevitabile Potrivit unor date, erorile citologice se ridică la , % în cancerul și bolile necanceroase cu localizare în plămâni, mediastin, esofag, stomac, glanda mamară, colul uterin și corpul uterului , % - în procesele patologice ale pielii, țesuturilor moi, oaselor Erorile sunt împărțite în trei grupe: obiective, subiective și tehnice Cauzele erorilor obiective: • absenţa semnelor citologice patognomonice de malignitate; • cunoașterea insuficientă a unor citograme; • varietate de imagini citologice ale proceselor maligne și benigne; • nu se garantează că materialul de testat provine din focarul patologic și nu din țesutul înconjurător; Cauzele erorilor subiective: • pregătirea profesională insuficientă a medicului care efectuează examenul citologic; • ignorarea informațiilor despre manifestările clinice ale bolii, a datelor clinice și a rezultatelor cercetării prin alte metode de diagnostic; • pregătirea oncologică insuficientă a clinicianului care primește material pentru examen citologic; • interpretarea incorectă de către clinician a rezultatelor examenului citologic Chiar dacă sunt respectate condițiile standard pentru obținerea, prepararea și colorarea frotiurilor, pot exista dificultăți asociate cu interpretarea diferită a compoziției celulare de către diferiți specialiști În citologia clinică, pe lângă o gamă largă de metode standard de colorare, sunt utilizate metode suplimentare pentru determinarea diferitelor componente celulare (ADN, ARN, hemosiderin, melanină, mucus, glicogen, lipide, peroxidază, esterază nespecifică, fosfatază acidă și alcalină etc ) Sunt utilizate în mod activ metodele de diagnostic genetic molecular și molecular: imunocitochimic, genetic molecular (hibridare ip situ - FISH, CISH) etc Există diverse posibilități de organizare a activității unui citolog: ca parte a unui laborator de diagnostic clinic, un departament de anatomie patologică, un laborator citologic al unui dispensar oncologic și un institut de cercetare, un laborator citologic centralizat Din moment ce citopatologul și patologul din aceeași instituție, de regulă - diferiți specialiști, iar rezultatele diagnosticelor citologice sunt comparate constant cu datele patohistologice, citologii au un stimulent puternic pentru a dezvolta profesionalismul O contribuție semnificativă la dezvoltarea serviciului citologic în Rusia o are Asociația citologilor clinici, care face semnificativ tf&VUJ STUDII CITOLOGICE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR eforturile de îmbunătățire a rezultatelor citologiei Îmbunătățirea calității diagnosticului citologic este facilitată de: • îmbunătățirea pregătirii profesionale, testarea, asigurarea și controlul calității examenelor citologice; • consultatii pe material de diagnostic complex Într-un laborator mare, consilierea are loc de obicei în cadrul echipei, însă, în unele cazuri complexe, chiar și specialiștii cu experiență trebuie să consulte colegi cu experiență în diagnosticarea tumorilor rare și complexe în alte instituții În acest sens, există o practică a consultărilor în persoană sau prin poștă, discuții la mese rotunde Acesta în ultima vreme? telemedicina ajută la rezolvarea problemei; • obiectivarea diagnosticului citologic folosind sisteme automate, morfometrie, reacții imunocitochimice și genetice moleculare, metode de determinare a diverselor componente ale nucleului și citoplasmei (ADN, ARN, hemosiderin, melanină, mucus, glicogen, lipide, fosfatază acidă și alcalină etc ) Aceste metode nu sunt încă utilizate pe scară largă în practica clinică Metode de obținere și prelucrare a materialului pentru examen citologic Pentru un studiu citologic este necesara obtinerea de material adecvat, prelucrarea acestuia, colorarea, microscopia preparatelor, urmata de studiul si interpretarea tabloului citologic Metoda citologică oferă cele mai valoroase informații despre procesul patologic cu respectarea atentă a tuturor etapelor studiului Prelucrarea incorectă sau inadecvarea materialului și colorarea frotiului nu pot fi compensate de minuțiozitatea examinării microscopice ulterioare Prevederi fundamentale: • cercetarea cigologică este parte integrantă a complexului general de măsuri diagnostice; • cooperarea strânsă a citopatologului cu medicii din alte specialități într-o evaluare cuprinzătoare a datelor clinice; • metoda de obținere a materialului afectează semnificativ tabloul citologic și, cel mai important, caracteristicile citomorfologice ale celulelor; • respectarea strictă a regulilor de etichetare și prelucrare a materialelor; • este strict interzisă trimiterea unor părți din materialul poluat pentru cercetare la diferite laboratoare; • este inacceptabil să se studieze un frotiu pregătit nestandard În mod tradițional, metodele de obținere a materialului pentru examinarea citologică sunt împărțite în exfoliative și puncție Metode exfoliative pentru obținerea materialului Termenul "exfoliativ" se referă la descuamarea spontană sau la răzuirea instrumentală forțată a celulelor de pe suprafața țesutului studiat Material exfoliativ: • secretia si excretia din diverse organe (sputa, lavaj bronhiolo-alveolar, scurgeri din mamelonul glandei mamare, urina etc ); • zgârieturi și amprente de la suprafața formațiunilor de pe piele și mucoase răni, ulcere și eroziuni, incizie de țesut îndepărtat chirurgical, biopsiat și autopsiat, inclusiv răzuire și amprente intraoperatorii; STUDII CITOLOGICE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR • aspiră din canalul endocervical și din cavitatea uterină; • lichidul cavității seroase (transudat, exsudat), conținutul chistului; • material obţinut în timpul examenului endoscopic (laringo-, traheobronho-, esofagogastro-, duodeno-, colono-, rectoromano-, laparo-, cisto-, histeroscopie etc ) În endoscoapele moderne pentru obținerea materialului morfologic există dispozitive speciale (perii, anse, catetere, pense pentru biopsie) Eficiența utilizării fiecăreia dintre metodele enumerate pentru obținerea materialului în timpul endoscopiei este determinată de caracteristicile localizării și prevalenței procesului Utilizarea endoscopiei: • biopsia cu perie (răzuirea cu o perie de nailon adusă în zona studiată) este cea mai eficientă modalitate de a obține material, în special din zonele adânci din zona presupusei leziuni; • imprimeuri directe de pe suprafața focarului patologic cu un tampon de vată umezit cu ser fiziologic cald: • amprentele unei bucăți de țesut obținute în timpul unei biopsii pentru examen histologic (pentru a crește eficacitatea diagnosticului, este necesar să se facă amprente de pe toate suprafețele piesei); • aspirat (secret) obtinut cu o seringa sau aspiratie electrica; • apă de spălare (aspirați după o expunere de minute la soluție salină încălzită la °C), Eficacitatea studiului apei de spălare este destul de scăzută, astfel încât metoda este utilizată doar ca metodă de alegere în cazul unui rezultat negativ al utilizării altor metode de obținere a materialului Metodele exfoliative includ și răzuirea intraoperatorie, uneori o amprentă de țesut din focarul patologic, care sunt din ce în ce mai folosite în timpul intervenției chirurgicale ca echivalent al examenului histopatologic urgent O condiție prealabilă pentru răzuirea intraoperatorie este sarcina de a determina sau clarifica natura morfologică și prevalența bolii, formulată clar de chirurgul operator O incizie într-un nodul, tumoră sau ganglion limfatic trebuie făcută cu un bisturiu uscat pentru a evita distrugerea celulelor de către apă În cele mai multe cazuri, suprafața unei incizii proaspete este răzuită cu o răzuire ușoară cu o lamă ascuțită și apoi se pregătește un frotiu; cu o consistență moale a obiectului analizat, imprimeurile pot fi pregătite prin aplicarea unei lame de sticlă pe suprafața tăiată de țesut Legitimitatea unui studiu citologic intraoperator urgent se datorează acurateței ridicate a diagnosticului citologic și, în același timp, simplității obținerii și procesării materialului Citologia urgentă efectuată de un clinician cu experiență depășește adesea histologia și este considerată echivalentă cu histologia urgentă a secțiunii congelate în multe situații clinice Metode de perforare pentru obținerea materialului Materialul pentru examenul citologic se obține prin înțeparea (puncția) unui organ sau a unei cavități corporale cu un ac subțire sau gros Puncția se efectuează de către medicul curant sau medicul diagnostic de laborator clinic în camera de tratament, uneori în secția de spital (în funcție de gravitatea stării pacientului) Înainte de puncție, se palpează cu atenție zona afectată, se determină mobilitatea acesteia, legătura cu țesuturile din jur și posibilitatea fixării optime Tumoarea se fixează cu degetele Puncția se execută cu STUDII CITOLOGICE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR respectarea regulilor de asepsie și antisepsie Masa perforată nu trebuie anesteziată, deoarece puncția în sine nu este de obicei mai dureroasă decât puncția cu ac de anestezic Utilizarea novocainei poate provoca o modificare a elementelor celulare De obicei, este necesar să se verifice poziția acului, puncția se efectuează sub control vizual în camera corespunzătoare Puncția intenționată a focarului patologic se efectuează sub controlul cu raze X, ultrasunete, tomografie computerizată, inclusiv spirală, tomografie cu raze X standard, amplificator electron-optic cu o instalație de televiziune, imagistică prin rezonanță magnetică Manipularea se realizează folosind instrumente de biopsie de înaltă tehnologie În prezent, se distinge puncția prin aspirație cu un ac subțire Nr (APTI propriu-zis): puncție cu un ac gros (Nr - ) pentru obținerea unei bucăți de țesut pentru examenul patohistologic, precum și puncția cu ajutorul unui burghiu de mare viteză cu un ac de trepanare Termenul de "puncție prin aspirație" corespunde doar APTI nr APTI este o metodă de diagnostic extrem de eficientă care diferă favorabil de biopsia excizională în mai puține traumatisme, posibilitatea de a fi efectuată în ambulatoriu, adecvarea pentru utilizarea noilor tehnologii (imaginea) analize, citometrie în flux, studii imunocitochimice și genetice moleculare), economie mai mare Avantajele metodei sunt capacitatea de a diagnostica diverse leziuni, chiar și mici ( ASC GestnaDNAbHR HPV pozitiv HPV negativ ▼ (tipuri cu risc ridicat) (tipuri cu risc ridicat) Repeta citologia după - luni "* - A $ C -► Negativ screening de rutină Fără CIN/Cancer CIN/Cancer Tactici pentru CIN în biscuit HPV negativ sau necunoscut HPV pozitiv (tipuri cu risc ridicat) Se repetă citologia după luni Repetați sau citologie HPV(+) ,, ^Regular Negativ -> screening Orez - Tactica de gestionare a pacienților cu ASCUS (celule scuamoase cu atipii de semnificație necunoscută) Fara schimbari Schimbare diagnostic Citologie la și luni sau Testul ADN HPV dupa luni Tactici $ in diagnosticat Orez - Tactica de gestionare a pacienților cu ASC-H (celule scuamoase cu atipie severă de semnificație necunoscută) STUDII CITOLOGICE DIAGNOSTIC DE LABORATOR SI N/Cancer nu a fost detectat CIN/Cancer chyasyaa i me'- sau T' \ ^VPM Sh te * ^ASC sau HPV(+) Negativ Tactici pentru CIN într-o biopsie Repetați colposcopia screening de rutină Zona de transformare și marginile leziunii nu sunt vizualizate sau nu sunt complet vizualizate Orez - Tactica de gestionare a pacienților cu LSIL (leziune intraepitelială ușoară a epiteliului scuamos) ■► "Dacă vezi - tratați" Colposcopie satisfăcătoare CIN II, III CIN absent sau numai CIN I Tactica pentru CIN II, III în biopsie Colposcopie nesatisfăcătoare Revizuirea materialului Nicio schimbare Modificarea diatoozei Excizie diagnostic Transformați zona și marginile leziunile nu sunt vizualizate sau nu sunt complet vizualizate * y: s-hy^vtstvih Orez - Tactica de gestionare a pacienților cu HSIL (leziune intraepitelială severă a epiteliului scuamos) STUDII CITOLOGICE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR Diagnosticul citologic în bolile corpului uterului INDICAȚII DE UTILIZARE Cu leziuni ale endometrului, metoda citologică este utilizată pentru a: • screening citologic pentru cancerul uterin la grupele de risc; • diagnostic citologic diferenţial; • observarea pacienţilor după tratament pentru a diagnostica recăderile şi metastazele tumorale Unul dintre cei mai importanți factori etiologici în dezvoltarea cancerului endometrial, alături de factorii genetici, este stimularea pe termen lung a endometrului de către estrogen pe parcursul vieții unei femei (menarha precoce și menopauză târzie) Principalele condiții în care pacienții sunt considerați a fi expuse riscului de cancer endometrial sunt următoarele • Sindromul Stein-Leventhal (ovare sclerochistice) • Factori de risc și combinațiile acestora la femeile cu vârsta de de ani și peste: - procese hiperplazice ale endometrului în trecut; ❖ fibroame uterine; ❖ endometrioza; ❖ menopauza târzie (după de ani); tip estrogenic de reacție colpocitologică la femeile aflate în postmenopauză; o diabet zaharat, obezitate, hipertensiune arterială; o ereditate împovărată pentru cancerul organelor de reproducere; ❖ cancer mamar Examenul citologic al materialului obținut din cavitatea uterină la femeile cu risc (cu o frecvență de dată la ani) contribuie la diagnosticarea formelor precoce de cancer endometrial, în unele cazuri cu ani înainte de apariția simptomelor clinice ale bolii La examinarea pacienților cu un diagnostic prezumtiv de cancer endometrial, examenul citologic contribuie la diagnosticul diferențial și la verificarea procesului tumoral, iar după tratament este utilizat pentru a diagnostica recăderile și metastazele tumorale METODE DE OBŢINERE A MATERIALULUI Este mai bine să primiți materialul fie în faza proliferativă (în ziua - a ciclului menstrual), fie secretorie - nu mai târziu de zile înainte de menstruația așteptată Nu este recomandat să luați materialul înainte și în timpul menstruației, deoarece modificările degenerative ale celulelor pot determina un diagnostic citologic eronat Au fost propuse diverse instrumente și metode pentru obținerea materialului din cavitatea uterină Ele pot fi împărțite în trei grupe: aspirarea conținutului cavității uterine, spălări cu soluție salină, răzuire ale membranei mucoase a cavității uterine (biopsie cu perie) Cea mai comună și simplă metodă este aspirarea din cavitatea uterină folosind o seringă de ml și o canulă dintr-o seringă Brown Canula introdusă în cavitatea uterină este avansată către fundul uterin și unghiurile tubare, unde apar cel mai adesea focare de hiperplazie și cancer Treptat, trăgând pistonul seringii și rotind încet vârful canulei, materialul se obține astfel încât orificiul de la capătul canulei să intre în contact cu membrana mucoasă a diferitelor părți ale cavității uterine Înainte de retragerea canulei, pistonul este retras pentru a preveni intrarea celulelor din colul uterin și vagin în conținutul seringii Materialul aspirat se stoarce cu un piston de seringă pe - lame de sticlă și se întinde pe suprafața lor într-un strat subțire O altă metodă comună în unele țări este utilizarea dispozitivului Endopap, care este o tijă de plastic cu un capăt subțire, pe care există șase adâncituri - trei pe fiecare parte capăt subțire STUDII CITOLOGICE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR Această tijă sterilă de unică folosință este introdusă în cavitatea uterină și colectează material de pe toți pereții săi După îndepărtarea tijei, materialul din adânciturile sale este aplicat într-un strat subțire pe lame de sticlă Imediat după uscare, frotiurile se fixează cu o soluție de alcool etilic % timp de - de minute Colorarea frotiurilor aspirate endometriale cu hematoxilină Mayer și eozină este de preferată Cu această colorare, este bine să diferențiem nucleul și citoplasma celulelor izolate și ca parte a grupurilor, complexe de celule dense și fragmente de țesut Se pot folosi colorația Papanicolaou sau diferite modificări ale metodei Romanovsky În direcția pentru un examen citologic, ar trebui să existe informații complete despre starea ginecologică a unei femei (perioada reproductivă sau postmenopauză, caracteristicile ciclului menstrual, data începerii și sfârșitului ultimei menstruații), informații despre proceduri efectuate (chiuretaj, tratament hormonal etc ) CARACTERISTICI CITOLOGICE ALE CELULELE ENDOMETRIALE Caracteristicile citologice ale endometrului în procesele normale și hiperplazice La evaluarea imaginii citologice, în primul rând, este necesar să se determine conținutul informațional al materialului citologic Materialul este considerat neinformativ dacă în frotiurile sau celulele epiteliului scuamos stratificat al colului uterin și al vaginului se găsesc doar elemente sanguine, predomină epiteliul endocervical, iar celulele endometriale sunt puține sau absente Structura endometrului și caracteristicile sale citomorfologice se modifică în funcție de fazele ciclului ovarian-menstrual, precum și cu perioadele vieții unei femei În faza proliferativă a ciclului, celulele epiteliale endometriale sunt localizate în frotiuri sub formă de grupuri, straturi, tubuli glandulari și fragmente de țesut constând din secțiuni ale epiteliului și stroma celulară, situate sub formă de straturi de celule epiteliale au nuclei uniformi rotunjiți, structura cromatinei este cu granulație fină Citoplasma este slab bazofilă, limitele sale în straturi sunt slab distinse Celulele stromei endometrului sunt situate mai liber, împrăștiate sau sub formă de ciorchini În zonele bogate în celule ale stromei, este adesea vizibilă o rețea extinsă de capilare În faza secretorie a ciclului, în frotiuri, alături de straturi de celule endometriale de tip proliferativ, sunt vizibile straturi și aglomerări de celule epiteliale cu semne de secreție În faza secretorie timpurie a ciclului (zilele - ), în celulele care formează straturi sunt vizibile vacuole perinucleare mari distincte În perioadele ulterioare ale fazei secretoare, celulele epiteliale sunt localizate în straturi mai lax decât celulele endometriale de tip proliferativ, ele au nuclei mai mari Structura cromatinei este cu granulație fină sau mică-buloasă, citoplasma este abundentă, slab bazofilă sau slab eozinofilă, cu granulație fină La primirea unui aspirat din endometru în faza de menstruație, frotiurile arată elemente sanguine, straturi și zone de desprindere a epiteliului endometrial cu modificări distrofice și necrobiotice Celulele epiteliale din straturi sunt situate compact în unele locuri infiltrate cu leucocite Nucleii celulelor de diferite dimensiuni și forme sunt colorați neomogen, citoplasma este rară, bazofilă Adesea remarcați prezența mai multor vacuole mici în nucleu și citoplasmă Prezența în frotiuri de straturi și zone ale endometrului cu modificări distrofice și necrobiotice pronunțate, polimorfismul și colorarea eterogenă a celulelor epiteliale poate fi cauza unui diagnostic citologic eronat al cancerului De aceea este necesar să se evite obținerea de material pentru examinarea citologică în timpul menstruației STUDII CITOLOGICE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR Ocazional, aspiratele uterine sunt obținute din sarcini nerecunoscute clinic, cel mai frecvent la femeile peste de ani cu un diagnostic greșit de fibrom uterin În frotiuri, sunt vizibile elemente ale oului fetal, în principal elemente ale corionului Celulele citotrofoblastice sunt mari, rotunjite, cu nuclei ușoare mari și citoplasmă abundentă; elementele sincitiotrofoblastului sunt reprezentate de o masă protoplasmatică continuă cu un număr mare de nuclei Vilozitățile coriale au o formă de balon rotunjită sau alungită, cu nuclei care mărginesc vilozitățile sub formă de buză În postmenopauză, când activitatea ciclică a ovarelor se oprește, imaginea citologică în frotiurile endometriale poate fi diferită Alături de straturile de celule epiteliale endometriale de tip proliferativ și secretor sunt vizibile și straturi de celule ale epiteliului uterin indiferent: celulele sunt mici, omogene, situate compact, au nuclei mici, rotunjiți, uneori șifonați, intens colorați, cu o omogenă structura cromatinei și o citoplasmă slabă, adesea greu de distins Cu o scădere semnificativă a stimulării hormonale la femei, în special la cele aflate la menopauză profundă, se dezvoltă atrofia endometrială, care poate fi însoțită de hemoragii și sângerări din cauza subțierii endometrului și fragilității capilare În aceste cazuri, frotiurile sunt de obicei puține, conțin elemente de sânge, mucus, acumulări de histiocite și celule gigantice multinucleate de corpuri străine pot fi observate Pe acest fundal, grupurile și straturile de celule ale epiteliului uterin indiferent sunt vizibile într-o cantitate mică Endometrul răspunde activ la diferite efecte traumatice Dacă aspiratul a fost precedat de chiuretaj diagnostic al cavității uterine sau sângerare aciclică masivă prelungită, frotiurile prezintă semne de restaurare (regenerare) a epiteliului Sunt vizibile straturi de celule endometriale de formă rotunjită sau alungită, cu nuclei mari polimorfi sau hipercromici Citoplasma este ușoară, pare aplatizată Astfel de celule sunt situate sub formă de straturi separate orientate în una sau mai multe direcții de-a lungul marginilor straturilor de epiteliu endometrial normal Pe alocuri, straturile de astfel de celule atipice sunt greu de distins de complexele celulelor canceroase glandulare Hiperplazia glandulară a endometrului este o boală destul de frecventă, de obicei datorată unei stări de anovulație, însoțită de nereguli menstruale și sângerări aciclice Aspirația din cavitatea uterină cu hiperplazie glandulare este de obicei abundentă, elemente de stromă proliferativă, straturi de celule endometriale de tip proliferativ se găsesc în frotiuri, fragmente de țesut sunt vizibile, constând din celule epiteliale și stromale, tubuli glandulari de lungime considerabilă, în unele locuri cu lumen mărit, structuri glando-alveolare și papilare Pe baza caracteristicilor citomorfologice de mai sus, hiperplazia glandulară este sugerată dacă este observată la femeile aflate în postmenopauză, precum și în a doua jumătate a ciclului, în absența modificărilor secretoare în celulele epiteliale Citologia endometrului în cancerul precancer și primar Precancerul endometrial include hiperplazia atipică, care poate fi împărțită în hiperplazie predominant structurală (adenomatoasă) și celulară, care se numește uneori displazie endometrială Tabloul citologic în hiperplazia atipică structurală în majoritatea cazurilor nu are trăsături caracteristice și diferă puțin de cel din hiperplazia glandulare simplă Cu hiperplazie celulară atipică în frotiuri, împreună cu straturi și zone de endometru neschimbat și hiperplazic, grupurile sunt vizibile b STUDII CITOLOGICE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR și straturi de celule epiteliale cu semne de atipie Nucleii unor astfel de celule sunt relativ mari, moderat polimorfi, predominant palid, cu cromatină fin dispersată omogenă Citoplasma este relativ abundentă, ușoară, contururile sale sunt neclare, se contopesc cu fundalul Printre aceste celule sunt celule cu nuclei mai compacti, intens colorati Atipia celulară este mai pronunțată în cancerul primar (intra-endometrul) decât în hiperplazia endometrială atipică În celulele tumorale, se observă o creștere a raportului nuclear-citoplasmatic, o colorare mai intensă a cromatinei nucleare și un polimorfism nuclear și celular pronunțat Celulele tumorale sunt situate sub formă de grupuri și straturi, structuri papilare sau glandulare, precum și complexe cu stratificarea celulelor una peste alta Diagnosticul citologic al hiperplaziei atipice și al cancerului endometrial inițial poate fi făcut doar provizoriu Sarcina examenului citologic este depistarea acestor boli, iar în majoritatea cazurilor diagnosticul final poate fi stabilit numai prin examinarea histologică a materialului chirurgical Diagnosticul citologic al neoplasmelor maligne ale corpului uterin Cea mai frecventă formă histologică de cancer de corp uterin este cancerul glandular sau adenocarcinomul (aproximativ - % din toate cazurile) În funcție de nivelul de diferențiere, se distinge adenocarcinomul foarte diferențiat, moderat și slab diferențiat Celulele adenocarcinomului foarte diferențiat sunt destul de omogene, nucleii sunt relativ mici, rotunji sau alungi, cromatina este granulată sau mică În frotiurile de aspirate din cavitatea uterină, celulele tumorale sunt localizate sub formă de complexe glando-alveolare mici și mari sau papile, structuri asemănătoare strugurilor, semnele de malignitate în ele nu sunt pronunțate Acest lucru creează uneori dificultăți semnificative în diferențierea lor de celulele epiteliului endometrial hiperplazic sau chiar intact și poate fi cauza unor rezultate fals negative în legătură cu cancerul În cazurile de adenocarcinom moderat și slab diferențiat, semnele citologice de malignitate sunt pe deplin exprimate; în aceste cazuri, de obicei, nu există dificultăți în evaluarea corectă a imaginilor citologice Adenoacantomul reprezintă aproximativ - % din cancerul endometrial Cu această formă de tumoră în frotiu, împreună cu elementele cancerului glandular, există grupuri și straturi de celule asemănătoare celulelor epiteliului scuamos stratificat situat la periferia complexelor glandulare În cazul carcinomului spinocelular glandular ( % din cancerul endometrial), în frotiu sunt vizibile complexele celulare atât ale cancerului glandular, cât și cel scuamos (de obicei nekeratinizat) Cu un examen citologic, este dificil să recunoști corect această formă de cancer Carcinomul scuamos al endometrului este extrem de rar Are aceleași caracteristici histologice și citologice ca CC scuamoasă O formă rară de cancer endometrial ( %) este adenocarcinomul cu celule clare (mezonefrogen) În frotiurile cu această formă, există grupuri, straturi și formațiuni papilare din celule tumorale cu citoplasmă ușoară, puternic vacuolizată, optic goală; în multe celule, situate excentric, împinse deoparte la periferia nucleului sunt vizibile Alte forme histologice de cancer endometrial (adenocarcinom seros, mucinos) sunt extrem de rare Metoda citologică de cercetare este rar folosită pentru a diagnostica carcinomul corionic al uterului, deoarece astfel de pacienți au de obicei sângerări abundente STUDII CITOLOGICE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR secreţii din tractul genital, îngreunând obţinerea de material citologic adecvat În aceste cazuri, diagnosticul se bazează pe testarea gonadotropinei corionice umane Tumorile non-epiteliale (sarcoamele) ale uterului reprezintă aproximativ % din neoplasmele maligne ale uterului Cele mai frecvente sunt leiomiosarcomul și tumora mixtă Mulleriană, mult mai rar - sarcomul stromal endometrial și botryoid Diagnosticul citologic al sarcoamelor uterine este posibil atunci când tumora crește în membrana mucoasă a cavității uterine, celulele tumorale se găsesc în aspiratul endometrului Diagnosticul citologic al bolilor mamare În structura morbidității și mortalității oncologice a populației feminine din Rusia, cancerul de sân ocupă ferm primul loc Îmbunătățirea calității diagnosticului precoce este singura modalitate reală de a reduce cu succes mortalitatea prin cancer (cu cât o tumoare este diagnosticată mai devreme, cu atât speranța de viață a femeii este mai lungă) Un diagnostic citologic poate fi decisiv în planificarea sferei operației și a radiațiilor și chimioterapiei preoperatorii, astfel încât examenul citologic este utilizat pe scară largă în diagnosticul bolilor mamare POSIBILITĂȚI ȘI LIMITAȚII ALE DIAGNOSTICULUI CITOLOGIC AL LEZIUNILOR DE SÂN APTI permite: • determinați rapid prezența unei tumori, proces hiperplazic și inflamator, diagnosticați unele afecțiuni benigne cu necesitate de intervenție chirurgicală, precum și leziunile care nu necesită intervenție chirurgicală; • diferenţierea tumorii, distribuţia ei; • la stabilirea unui diagnostic citologic sigur al cancerului înainte de operație, planificați sfera intervenției chirurgicale, efectuați-o fără a pierde timpul la examenul histologic urgent, efectuați tratament preoperator dacă este necesar, refuzați biopsia excizială la pacienții vârstnici atunci când planificați metode nechirurgicale de tratament al cancerului ; • controlează eficacitatea tratamentului, inclusiv determinarea severității patomorfozei terapeutice; • confirmarea (excluderea) recidivei cancerului; • stabilirea necesității altor teste diagnostice Limitele diagnosticului citologic • Inevitabil, un anumit număr de rezultate fals-negative asociate cu obținerea de material defect sau de calitate scăzută (țesut gras și fibros care pătrunde în ac, obținerea de material din zone fără tumoră, defecte în prepararea, fixarea și colorarea frotiurilor), calificarea scăzută a citopatologului • Risc de rezultate fals-negative și fals-pozitive din cauza dificultăților obiective în diagnosticul diferențial: o leziuni si tumori prebooplazice non-neoplazice; tumori benigne și maligne; ❖ displazie epitelială, cancer intraepitelial și invaziv; tumoră în formă de frunză (benignă, borderline, malignă) $ -NDVASH STUDII CITOLOGICE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR OBŢINEREA ŞI PRELUCRAREA MATERIALULUI PENTRU STUDIUL CITOLOGIC Materiale pentru examinarea citologică a puterii de a fi: • punctie (APTI): • amprentele materialului de biopsie al coloanei de țesut (core biopsie); • răzuire a țesutului mamar (sau a tumorii) îndepărtat în timpul intervenției chirurgicale; • scurgere din glanda mamară - scurgere din mamelon (metoda este ineficientă pentru diagnosticarea neoplasmelor maligne ale glandei mamare, cu excepția cancerului intraductal); • material obţinut din suprafeţe erozive Pentru a stabili un diagnostic citologic, este important să obțineți un material complet nu din țesuturile din jur, ci din leziune Dificultăți apar cu fibroză severă, modificări chistice; în astfel de cazuri, este necesar să se obțină material din diferite părți ale tumorii, din pereții chistului, în caz de necroză, de la periferia tumorii Material de perforare Tumoarea la palpare pare a fi localizată mai superficial decât este în realitate, prin urmare, unghiul direcției acului în timpul puncției de aspirație nu trebuie să fie perpendicular pe coaste, ceea ce este deosebit de important pentru glandele mamare mici (tumoarea este aproape de peretele toracic și acul pot intra în coastă) Dacă acul pătrunde în coastă, frotiurile relevă elemente ale hematopoiezei măduvei osoase (megacariocite, mielocite, celule blastice, eritroblaste etc ) Cu un nod nodal mic, puteți înclina ușor acul, în timp ce tumora de pe ac se va deplasa, ceea ce este simțit de degete și confirmă poziția corectă material de biopsie Din materialul obținut din biopsie (coloana de țesut) se pot face preparate citologice Amprentele sunt realizate prin mișcarea atentă a biopsiei cu un ac pe sticlă, în timp ce piesa de biopsie nu trebuie rănită Material de operare O incizie în nodul, tumora sau ganglionul limfatic se face cu un bisturiu uscat pentru a evita ca apa să distrugă celulele Materialul chirurgical se obține prin răzuire cu o lamă ascuțită de pe suprafața de incizie a tumorii îndepărtate sau a altui țesut Dacă consistența țesutului este moale, faceți o amprentă aplicând o lamă de sticlă pe suprafața tăiată a zonei afectate Secreția din glanda mamară Pentru a pregăti medicamentul, o picătură de descărcare din glanda mamară este aplicată pe o lamă de sticlă sub formă de frotiu Daca este putina scurgere, pentru a obtine frotiuri este necesar sa se foloseasca miscari de decantare, apasand cu degetul mare si aratator in regiunea zonei peripapilare, pentru a obtine picaturi mai abundente de scurgere din mamelon Amprenta de pete a unei suprafețe erodate Se aplică o lamă de sticlă pe locul leziunii, pe care rămân o anumită cantitate de elemente celulare și descărcare Materialul poate fi luat și cu un tampon de vată și aplicat pe o lamă de sticlă sub formă de imprimeuri STUDII CITOLOGICE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR CLASIFICARE CITOLOGICĂ Clasificarea citologică a leziunilor mamare se bazează pe histologic Conform preparatelor citologice, determinarea exactă a multor forme nosologice de leziuni este limitată: varietăți de procese hiperplazice, diagnostic diferențial de fibroadenom și leziuni benigne non-tumorale, displazie, unele forme de cancer, grad de diferențiere Clasificarea citologică a tumorilor și a bolilor non-tumorale ale glandei mamare a fost propusă de Institutul de Cercetare de Oncologie din Moscova P A Herzen ( ) I Procese benigne dishormonal-hiperplazice - mastopatie • Procese proliferativ-cisplastice în epiteliul ductal și glandular al glandei mamare: <> mastopatie cu proliferare a epiteliului; ❖ mastopatie cu proliferare a epiteliului după tipul de displazie moderată (D,); Cancer mucos: - cu mucus extracelular (coloidal): - din celulele producătoare de mucus (cricoide) cancer medular ❖ Cancer papilar ❖ Cancer scirhos cu celule mici cancer adenoid chistic o Cancer apocrin ❖ Carcinom cu celule scuamoase III Tumori mixte epitelial-țesut conjunctiv • Fibroadenom: ❖ cu proliferare simplă a epiteliului; o proliferarea epiteliului după tipul de displazie moderată (D ); o proliferarea epiteliului în funcție de tipul de displazie severă (DZ); ■> componentă stromală pronunţată • Tumora frunzelor: ❖ cu stromă cu celule polimorfe; stroma presarcomatoasă; despre stroma sarcomatoasă STUDII CITOLOGICE ÎN DIAGNOSTICUL DE LABORATOR IV, Tumori maligne ale țesuturilor non-epiteliale - sarcoame de diferite histogeneze V, Metastaze ale tumorilor maligne la nivelul glandei mamare VI, Procese inflamatorii • Nespecific: limfom malign - boala Hodgkin și limfomul malign non-Hodgkin Boli ale sistemului nervos central și periferic Materialul pentru examinarea citologică se obține de obicei într-o secție specializată cu APTI a creierului sau măduvei spinării sub control CT folosind ghidaj stereotaxic de înaltă precizie după craniotomie preliminară (gaura de bavură din bolta craniană se face în prealabil) După pregătirea pacientului, o echipă de medici formată din radiolog, neurochirurg și morfolog efectuează manipularea în sala de operație sau secția de radiații (manipularea pe substanța creierului este nedureroasă, astfel încât puncția se efectuează sub anestezie locală pentru un contact adecvat cu pacientul) Morfologul studiază în prealabil caracteristicile anamnezei, tabloul clinic, clarifică topografia focarului patologic în funcție de imaginile realizate cu CT și RMN După îndreptarea acul și obținerea materialului pe baza unei evaluări cuprinzătoare a probei (aspect macroscopic, consistență), citopatologul trebuie să stabilească metoda de examinare la un anumit pacient: frotiuri de amprentă, frotiuri "zdrobite", se limitează la citologice examinare, transfera materialul total sau parțial pentru examinarea urgentă intraoperatorie a secțiunilor înghețate În același timp, se ține cont de faptul că țesutul majorității tumorilor gliale este laxat și moale, astfel încât pregătirea unui frotiu-amprentă și a unui preparat "zdrobit" nu este dificilă Examinați și lichidul din formațiunile chistice intracraniene (chisturi parazitare și coloidale, epidermoide) În lichidul din chisturile arahnoide și cavitățile din tumorile gliale, de regulă, nu există elemente semnificative din punct de vedere diagnostic Uneori, un lichid obtinut din punctia medicala este trimis pentru examen citologic Examenul citologic al LCR este o secțiune specială și cea mai complexă a citologiei exfoliative Acest lucru se datorează parțial numărului limitat de celule dezumflate din LCR și conservării lor slabe Recent, au fost îmbunătățite semnificativ metodele de obținere, fixare a materialului de LCR, preparare și colorare a frotiurilor Precipitarea, centrifugarea, filtrarea, captarea celulelor și utilizarea unui frotiu umed au îmbunătățit calitatea de diagnosticare a materialului În frotiurile LCR pot fi detectate celule de meduloblastom, ependimom și cancer metastatic Elementele altor tumori din lichidul cefalorahidian sunt întâlnite caustic În timpul operațiunilor de șuntare a lichidului pentru hidrocefalie ocluzivă și evacuarea lichidului cefalorahidian în cavitatea membranelor seroase, uneori, elementele tumorii pot fi găsite în punctatul cavității pleurale și abdominale (metastazele de implantare apar ocazional în varianta desmoplastică a meduloblastomului) Examenul citologic al materialului de puncție stereotaxică, APTI sau răzuire intraoperatorie poate diagnostica diferite tumori ale sistemului nervos central și periferic: astrocitom, oligodendrogliom, glio-, medulo-, hemangio- și neuroblastom, ependimom, meningiom, craniofaringiom Capitolul Markeri biologici ai tumorilor Markerii biologici (tisulare, celulari sau moleculari) caracterizează caracteristicile individuale ale tumorii specificul "comportamentului biologic" și reglării acestuia De regulă, moleculele implicate în manifestarea unor proprietăți fundamentale ale celulelor tumorale, cum ar fi metastaza și invazia, proliferarea nelimitată, capacitatea de a rezista la apoptoză și sensibilitatea la regulatorii exogeni și endogeni sunt considerate biomarkeri potențiali Acestea includ oncogene și proto-oncogene, oncoproteine, diverși factori de creștere, receptorii lor și proteinele de semnalizare subiacente (toate acestea sunt adesea produse ale diferitelor oncogene), receptori hormonali steroizi și peptidici, gene supresoare și produsele lor de expresie, proteine dependente de hormoni, proteaze asociate tumorilor implicate în procesele de metastază, invazie și angiogeneză, proteine responsabile de contactele intercelulare și alți regulatori În acest caz, o modificare a numărului de copii ale genei corespunzătoare sau mutația acesteia, o modificare a nivelului de expresie a genei (ARNm) poate fi considerată ca un marker biologic cantitatea de proteină sintetizată, activitatea sa funcțională, măsurată în condiții strict controlate În acest sens, întregul arsenal de metode moderne de imunochimie, biochimie și biologie moleculară poate fi folosit pentru a determina markeri biologici Definiția unui marker biologic poate avea două rezultate practice: • identificarea în rândul pacienților cu stadii incipiente ale unui subgrup cu risc crescut de recidivă și/sau metastază, care necesită tratament adjuvant imediat sau monitorizare mai atentă (markeri de prognostic)', • evaluarea sensibilității tumorii la anumite tipuri de terapie și individualizarea schemelor de tratament adjuvant pentru pacienții cu boală avansată (markeri predictivi) Deoarece numărul de markeri biologici pentru care s-a demonstrat potențiala semnificație practică în studiile clinice și de laborator este foarte mare, iar costul și laboriozitatea determinării lor sunt foarte semnificative, sunt utilizate criterii clare pentru a recomanda fiecare specific MARKERI BIOLOGICI TUMORALI un indicator cheie pentru includerea în schema de examinare a pacientului și utilizarea rezultatelor determinării acestuia pentru a selecta tacticile de tratament: • determinarea markerului ar trebui să conducă la rezultate mai favorabile ale tratamentului - o creștere a supraviețuirii fără recădere sau a supraviețuirii globale, o îmbunătățire a calității vieții și o reducere a costului tratamentului; • aceste beneficii trebuie să aibă dovezi de nivel I - dovezi obținute fie într-un studiu prospectiv randomizat special mare, fie ca rezultat al unei meta-analize a unui număr semnificativ de studii relativ mici; • Sunt necesare metode standardizate, reproductibile, cu criterii clar definite, precum și programe interne și externe de control al calității Foarte puțini markeri îndeplinesc aceste condiții, astfel încât numărul de markeri efectiv utilizați și recomandați de organizațiile internaționale pentru examinarea pacienților cu cancer este limitat Există o listă de indicatori care sunt markeri moleculari activi sau potențiali În tabel - cu caractere aldine sunt cele care sunt recomandate sau pot fi recomandate pentru utilizare practică în cancerul de sân Tabelul - Principalele grupuri de indicatori semnificativi din punct de vedere biologic care sunt utilizați sau pot fi utilizați ca markeri biologici ai cancerului de sân Markeri de semnificație biologică Indicatori ai sensibilității hormonale Receptori ai hormonilor steroizi: estrogen - RE, progesteron - RP, androgeni - RA glucocorticoizi - RG Indicatori ai activității de reglare și proliferare auto-/paracrină Factori de creștere și receptorii lor, receptori din familia c-erbB (HER): EGFR și liganzii săi - EGF, cc-TGF, amfiregulina și alți indicatori; HER / băutură; receptori pentru factorii de creștere asemănătoare insulinei; receptorii de somatostatina Enzime și proteine implicate în transmiterea semnalelor mitogenice: receptor tirozin kinaze, MAP kinaze, P K, Akt NFkB, STAT, Grb și multe altele Indicatori ai activității metastatice și invazive Componente ale sistemului de activare a plasminogenului: uPA, PAI- , receptori uPA, PAI- , tPA Metaloproteinazele și inhibitorii lor tisulari Alte enzime proteolitice (catepsine, nexină și alte enzime) Integrine, cadherine Indicatori ai activității de neoangiogeneză a VEGF A și receptorii săi de tip și VEGF C și receptorul său Alți factori angiogenici: FGF, timidin fosforilază, FIO interleukine și alți indicatori Regulatori ai apoptozei Gene supresoare și produsele lor; p , gena retinoblastomului Factori pro- și anti-apoptotici: receptor Fas și ligand Fas, LcI , Akt NFkB și alți factori Caspază Indicatori care nu joacă un rol pronunțat în cancerul de sân Proteina pS Oncogene c-tus, int- etc MARKERI BIOLOGICI AI TUMORILOR RECEPTORI DE HORMANI STEROIZI - CRITERIU DE SENSIBILITATE LA TERAPIA ENDOCRINĂ Receptorii hormonilor steroizi, proteine nuclear-citoplasmatice care leagă în mod specific și selectiv o anumită clasă de steroizi după pătrunderea lor în mucoasă și mediază efectele lor biologice, au devenit primii markeri moleculari care au devenit ferm stabiliți în practica oncologică Cancer mamar Determinarea receptorilor hormonali steroizi a fost folosită de aproximativ de ani pentru a evalua sensibilitatea hormonală a cancerului de sân (BC), ceea ce face posibilă creșterea eficacității terapiei endocrine la pacienții cu receptori pozitivi și salvarea pacienților cu tumori cu receptori negativi evident insensibile din intervenții chirurgicale sau terapeutice inutile Inițial, au fost determinați doar receptorii de estrogeni (ER), deoarece dependența hormonală a cancerului de sân se manifestă prin faptul că creșterea acestuia este stimulată de estrogeni Ulterior, pe lângă ER, au început să fie determinați și receptorii de progesteron (RP), care prezintă interes deoarece sinteza RP în celulele canceroase de sân este indusă de estrogeni Astfel, prezența RP poate indica activitatea funcțională a ER Diferitele clinici folosesc trei metode relativ echivalente pentru determinarea statusului receptorului cancerului de san: radioligand - masurarea capacitatii de legare a receptorilor in citosolurile tumorale; imunotest enzimatic - determinarea concentrației unei proteine receptor imunoreactiv în aceleași citosoluri și imunohistochimic - colorarea specifică a secțiunilor tumorale folosind anticorpi la proteinele receptorului Coincidența rezultatelor determinării statutului receptor al cancerului de sân prin toate cele trei metode este în medie de - % din cazuri Avantajul primelor două metode este caracterul lor cantitativ standardizat, ceea ce face posibilă obiectivarea criteriilor de evaluare a stării receptorului Metoda radioligandului face posibilă, de asemenea, evaluarea activității funcționale a receptorului la una dintre primele etape ale interacțiunii sale cu homomon, ceea ce face ca prognoza sensibilității hormonale să fie mai fiabilă decât la determinarea proteinelor imunoreactive Metoda imunohistochimică, deși are un caracter semicantitativ relativ subiectiv, are un avantaj important, care constă în faptul că la colorarea secțiunilor se poate determina clar dacă receptorii aparțin celulelor tumorale, ceea ce este practic imposibil atunci când folosind metode biochimice În plus, spre deosebire de metodele biochimice care necesită o probă proaspătă sau o probă congelată la °C, această metodă permite lucrul cu material de arhivă - blocuri de parafină și chiar diapozitive gata făcute, ceea ce o face singura opțiune posibilă în cazurile în care este necesar pentru a studia receptorii hormonii steroizi au apărut sau s-au realizat mult după operație Aceste caracteristici ale metodei imunohistochimice au făcut-o recent o abordare recunoscută la nivel internațional pentru a determina statutul receptorului cancerului de sân Terapia endocrină este cea mai eficientă la pacientele cu cancer de sân cu un status de receptor pozitiv: eficacitatea sa este de aproximativ % în tumorile care conțin atât EC, cât și RP, aproximativ % în tumorile EC pozitive și doar aproximativ % în tumorile EC/RP negative Aceste date sunt confirmate de o meta-analiză care a inclus de paciente cu cancer de sân rezecabil Pe baza acestor date, am ajuns la concluzia că determinarea statusului receptorului este obligatorie la toate pacientele primare cu cancer de sân pentru a decide dacă este indicată prescrierea terapiei endocrine fie imediat după intervenție chirurgicală, fie cu progresie ulterioară Prin urmare, MARKERI BIOLOGICI TUMORALI Statutul receptorului hormonilor steroizi este cel mai important marker predictiv al cancerului de sân Tumorile mamare care conțin ambii sau cel puțin unul dintre receptorii hormonilor steroizi au o evoluție mai favorabilă; prognosticul postoperator la astfel de pacienti, indiferent de tratamentul adjuvant, este mai bun decat la pacientii cu tumori cu receptor negativ Acest lucru face posibilă utilizarea determinării statutului receptorului ca marker de prognostic pentru cancerul de sân Cu toate acestea, diferențele de supraviețuire în funcție de statutul receptorului nu sunt foarte mari (aproximativ %), astfel încât statutul receptorilor hormonilor steroizi nu este un factor de prognostic independent este, dar este inclusă în diverși indici de prognostic bazați pe parametrii clinici și morfologici clasici Cancerul endometrial este, de asemenea, un cancer potențial dependent de hormoni, care a fost tratat de mulți ani cu progestative ca agent citostatic de diferențiere S-a demonstrat relația dintre expresia ER și RP cu cei mai importanți factori de prognostic, precum și cu prognosticul bolii și sensibilitatea pacienților cu cancer endometrial la terapia hormonală Potrivit diferiților autori, RP apar în - % dintre tumorile din cancerul endometrial, EC - în - % Absența RP în țesutul cancerului endometrial (tumori cu receptor negativ) indică de obicei inutilitatea prescrierii progestative, în timp ce probabilitatea unui răspuns la tratament în tumorile cu receptor pozitiv depinde de alegerea limitei receptor-pozitiv - nivelul receptorilor , începând de la care tumora este considerată hormono-sensibilă Pe baza definiției RP cu o probabilitate de - %, este posibil să se prezică un răspuns pozitiv la tratamentul cu nrgestins (pentru tumorile RP-pozitive) și cu o probabilitate de - % - pentru absența efectului a acestui tratament (pentru tumorile RP-negative) Totuși, determinarea receptorilor hormonilor steroizi nu este inclusă în numărul de teste obligatorii la examinarea pacienților cu cancer endometrial Acest lucru este valabil și pentru cancerul de prostată, în care determinarea receptorilor de androgeni nu este decisivă pentru a decide necesitatea castrarii chirurgicale sau medicamentoase sau a altor tipuri de terapie hormonală Factorii de creștere și receptorii lor - un indicator al capacității unei tumori de a crește în mod autonom Sensibilitatea la stimuli endocrini este caracteristică, de regulă, tumorilor cu un grad suficient de mare de diferențiere, păstrând dependența de influențele reglatoare din organism sau de stimulii externi Între timp, una dintre caracteristicile fundamentale ale tuturor tumorilor extrem de maligne este capacitatea de creștere autonomă nelimitată Această proprietate se bazează pe efectele factorilor de creștere - proteine sau polipeptide produse de celulele tumorale sau alte componente ale țesutului tumoral (fibroblaste, macrofage, endoteliocite) și care interacționează cu receptorii specifici de pe suprafața celulelor producătoare (mecanism autocrin) sau a celulelor învecinate ( mecanism paracrin), stimulând diviziunea celulară Procesul de transducție a semnalului al majorității factorilor de creștere poate fi simplificat în ceea ce privește fosforilarea sau defosforilarea secvențială a proteinelor transmembranare și intracelulare, multe dintre ele având activitate enzimatică Propagarea semnalului are loc prin efectele succesive ale unei proteine din lanț asupra alteia Cele mai importante sisteme intracelulare implicate în implementarea efectelor MARKERI BIOLOGICI AI TUMORILOR Sinteza factorului de creștere este o cale de semnalizare care include fosfatidilinozitol- -kinaza (PI K), proteina kinază serin-treonină Akt (protein kinaza B) și o cascadă de semnalizare ras-Raf care include protein kinaza activată de mitogen (MAPK) sistem Cel mai studiat și implementat clinic este mecanismul de acțiune al sistemului de semnalizare al receptorului factorului de creștere epidermic (EGFR) și al receptorilor înrudiți din familia c-erbB, sau HER {Hitsp Epiderma! receptorul factorului de creștere) Această familie include patru proteine - EGFR însuși (ErbB- , HER ), precum și ErbB- (HER / neu), ErbB- (HER ) și ErbB- (HER ) - receptori transmembranari similari ca structură, intracelular parte care are activitate tirozin kinază, adică capacitatea de a fosforila diferite proteine în funcție de tirozina lor constitutivă Activarea receptorilor tirozin kinazei are loc după legarea factorului de creștere corespunzător, formarea dimerului și autofosforilarea domeniului intracelular Există destul de mulți liganzi receptori din familia c-erbB, cei mai studiați dintre ei sunt factorii de repaus epidermici și a-transformatori, amfiregulina și cripto, interacționând numai cu EGFR, precum și heregulinele (neuregulinele) care interacționează cu ErbB- și ErbB- Prezența EGFR clasică (HER ) într-o tumoare mamară, în special în absența receptorilor hormonali steroizi, indică un prognostic nefavorabil al bolii chiar și în stadiile incipiente și rezistență la terapia endocrină Cu toate acestea, determinarea EGFR nu a intrat în practica clinică de rutină ca un marker al prognosticului general sau al sensibilității hormonale, fie în cancerul de sân, fie în orice alte tumori Pe lângă cancerul de sân, EGFR sunt prezente în - % dintre tumorile maligne Ele se găsesc cel mai adesea în cancerul pulmonar fără celule mici (NSCLC), pentru care a fost demonstrată o reducere semnificativă a supraviețuirii fără boală și a supraviețuirii globale a pacienților cu un nivel EGFR de peste fmol/mg de proteină Aceste date au dobândit o nouă semnificație practică atunci când medicamentele care blochează în mod specific activitatea EGFR au intrat în stadiul de studii clinice și de utilizare practică: anticorpi monoclonali la receptor [cetuximab (erbitux*)] și inhibitori ai tirozin kinazei sale interne [gefitinib (iressa*), erlotinib ( tarceva* )], care implementează prima etapă a transmiterii semnalului mitogen Aceste medicamente sunt deja recomandate pentru tratamentul NSCLC, precum și a tumorilor capului și gâtului, cancerului colorectal și cancerului pancreatic, în legătură cu care problema determinării stării EGFR înainte de prescrierea acestora este din nou pe ordinea de zi În același timp, nu toate tumorile cu receptori pozitivi sunt sensibile la medicamentele anti-EGFR țintite (în special, la inhibitorii tirozin kinazei), ci numai acelea care au o mutație de deleție L R în domeniul tirozin kinazei al genei EGFR În acest sens, necesitatea de a testa această mutație la pacienții EGFR-pozitivi cu NSCLC a fost recunoscută ca un criteriu suplimentar necesar pentru sensibilitatea la inhibitorii tirozin kinazei În același timp, utilizarea eficientă a cetuximab (Erbitux*) și a medicamentelor similare în cancerul colorectal este limitată doar la acele tumori cărora le lipsesc mutații specifice în gena KRAS care codifică unul dintre efectorii cheie EGFR din aval, deoarece numai tumorile cu un "sălbatic" "tip al acestei gene sensibil la medicament HER /NEU (C-ERBB- ) - ȚINTĂ PENTRU TERAPIE SPECIFĂ O descoperire în domeniul utilizării practice a markerilor asociați cu reglarea dependentă de EGFR a creșterii tumorii a avut loc după apariția trastuzumab (Herceptin*), care este un anticorp monoclonal la receptorul de tip (HER /neu), o legătură cheie în transmiterea semnalelor mitogene ale tuturor MARKERI BIOLOGICI AI TUMOREI Peptide asemănătoare EGF Rolul HER /neu este explicat prin faptul că toate receptorii transmembranari tirozin kinazele sunt supuse dimerizării pentru implementarea activității kinazei și a efectelor biologice ulterioare În același timp, după legarea unui ligand de activare, receptorii din familia c-erbB pot forma atât homo- cât și heterodimeri, iar heterostructurile care implică receptorul HEK /neu sunt cele mai active HER /neu nu numai că implementează efectele mitogenice ale acestei căi de semnalizare, dar este, de asemenea, implicat în procesele de comunicare intercelulară și aderență, reglarea motilității și metastazelor celulare și participă la neoangiogeneză Blocarea HER /neu poate încetini sau opri în mod semnificativ creșterea tumorilor dependente de stimuli asemănători EGF, cu toate acestea, utilizarea eficientă a medicamentelor active biologic necesită o evaluare preliminară a sensibilității individuale a pacienților la acest tip de tratament, mai ales că nu mai mult peste % dintre cancerele de sân sunt HEP /pep-pozitive Metoda general acceptată pentru evaluarea sensibilității pacienților cu cancer de sân la trust-zumba (Herceptin*) este utilizarea colorării imunohistochimice (IHC) a țesuturilor tumorale pentru proteina HER /neu, urmată de evaluarea genei c-erbB- amplificare prin hibridizare in situ fluorescentă (FISH) În acele cazuri controversate în care metoda IHC nu dă un răspuns strict pozitiv ( +) sau strict negativ, HER /neu este un marker predictiv clasic pentru cancerul de sân Valoarea prognostică a supraexprimării HER /neu sau amplificării genei c-erbB- este confirmată de faptul că din se recomandă studierea expresiei (mai bună - amplificare) a HER /neu printre alți factori pentru formarea grupelor de risc printre pacienții cu stadii incipiente Tumorile cu gena HER /neu amplificată răspund slab la terapia endocrină, dar sunt sensibile la chimioterapia ulterioară În același timp, se consideră că pacienților cu tumori HEP /nei-pozitive ar trebui recomandate scheme de chimioterapie mai intensive cu includerea antraciclinelor Prezența atât a părților intracelulare cât și extracelulare în HER- /neu duce la degradarea moleculei receptorului și la migrarea domeniului său extern în mediul intercelular în timpul dimerizării Această caracteristică a stat la baza dezvoltării sistemelor ELISA pentru determinarea HER- /neu solubilă în ser sau plasmă Au fost deja publicate rezultate care indică promisiunea acestei direcții, în primul rând pentru monitorizarea eficacității tratamentului cu trastuzumab (Herceptin*) Cu toate acestea, există încă o nevoie de colectare suplimentară de material și de dezvoltare a unor criterii cantitative clare pentru introducerea acestui test în practică PROTEAZELE ASOCIATE TUMORILOR - INDICATOR AL POTENȚIALULUI METASTATIC ȘI INVAZIV AL TUMOREI Proprietatea fundamentală a tumorilor maligne este capacitatea de a invada și metastaza, cel mai important mecanism fiind distrugerea membranei bazale din jur și a matricei extracelulare de către proteazele asociate tumorii Factorul cheie în aceste procese este cascada proteolitică a activării plasminogenului în țesutul tumoral, iar activatorul plasminogenului de tip urokinază (uPA) joacă rolul principal în lanțul multistadiu al progeazelor care asigură distrugerea matricei extracelulare Receptorul uPA (uPAR) situat pe suprafața celulei joacă, de asemenea, un rol important, deoarece la legarea de acesta, capacitatea uPA de a activa plasminogenul crește: precursorul pro-uPA monocatenar secretat inactiv enzimatic se leagă de uPAR și este convertit sub acțiunea plasminei și a altor enzime proteolitice într-o moleculă activă dublu catenară iRA activ, la rândul său, catalizează transformarea MARKERI BIOLOGICI AI TUMORILOR VVZ plasminogenul în plasmină, care distruge componentele stromei tumorale, precum și activarea metaloproteinazelor care scindează colagenul și alte componente ale membranei bazale, ceea ce favorizează metastaza și invazia tumorii În general, procesul de formare a plasminei este o amplificare ciclică reglată de un mecanism de feedback Pe lângă iRA, implică și un activator de tip țesut (tPA), al cărui rol în tumori este dublu și se reduce la distrugerea celulelor tumorale și la protecția țesuturilor din jur Activitatea uPA și tPA este inhibată de doi inhibitori proteici aparținând familiei serpinelor, PAI- și PAI- Se crede că acestea joacă roluri diferite în timpul creșterii tumorii: PAI- protejează celulele tumorale de autodistrugere, în timp ce PAI- inhibă procesele proteolitice din matricea extracelulară Diverse componente ale sistemului de activare a plasminogenului pot fi localizate atât pe celulele tumorale în sine, cât și pe fibroblastele stromale, limfocitele și macrofagele infiltrante tumorale și celulele endoteliale De aceea se crede că procesul de activare a plasminogenului este predominant de natură paracrină Nivelul și raportul de expresie a componentelor sistemului de activare a plasminogenului în țesutul tumoral poate servi ca indicator al activității tumorale metastatice și invazive, fiind deci un factor de prognostic semnificativ biologic Studii reprezentative au demonstrat valoarea prognostică ridicată a uRA și PAI- în cancerul de sân precoce Analiza multivariată indică faptul că aceștia sunt factori de prognostic independenți Nivelurile ridicate de uPA și PAI- sunt factori independenți de prognostic prost al cancerului de sân fără metastaze la nivelul ganglionilor limfatici, mai semnificativi decât dimensiunea, malignitatea și statutul receptorului tumorii și vârsta pacienților În acest sens, determinarea uPA și PAI- la pacienții cu stadii incipiente ale cancerului de sân poate fi recomandată pentru identificarea subgrupurilor cu risc crescut de recidivă și metastază, necesitând tratament și monitorizare mai intensivă Proteazele, metaloproteinazele matriceale (MMP), a căror activare este veriga finală în distrugerea matricei extracelulare inițiate de cascada plasminogenului, au devenit ținte ale medicamentelor aflate în diferite faze ale studiilor clinice Totuși, determinarea MMP-urilor ca markeri biologici ai diferitelor tumori sau criterii de sensibilitate la inhibitorii de protează este încă în stadiul studiilor preclinice de laborator FACTORUL DE CREȘTERE ENDOTELIAL VASCULAR - UN INDICATOR AL ACTIVITĂȚII DE NEOANGIOGENEZĂ Un rol important în reglarea progresiei tumorii îl joacă factorii care stimulează neoangiogeneza, deoarece o tumoare nu se poate dezvolta și crește fără formarea unei rețele extinse de capilare în ea, care furnizează celulelor oxigen și substanțe nutritive Studiul mecanismelor moleculare ale angiogenezei a făcut posibilă trecerea de la o evaluare microscopică a densității vaselor din țesutul tumoral la studiul moleculelor specifice implicate în reglarea formării și creșterii noilor vase A fost demonstrată prezența unui număr de factori reglatori angiogenici și antiangiogenici, al căror echilibru dinamic asigură formarea și răspândirea de noi vase în cadrul tumorii Factorii de creștere și citokinele sunt implicați în reglarea angiogenezei, cum ar fi factorii de creștere bazici și acizi ai fibroblastelor, factorul de creștere epidermică, factorii de creștere transformatori a- și Ș-, factorul de creștere a celulelor endoteliale derivate din trombocite, factorul de necroză tumorală, multe interleukine etc Un regulator pozitiv cheie al neoangiogenezei este un factor de creștere endotelial vascular (VEGF / VEGF-A / VPF) - o proteină care induce creșterea activă a celulelor MARKERI BIOLOGICI TUMORALI endoteliul și formarea de noi capilare Efectele biologice ale VEGF-A sunt mediate de receptorii săi VEGFR- /Flt-l și VEGFR- /Flk-l/KDR, Studiile clinice au arătat că exprimarea VEGF este esențială pentru prognosticul bolii în cancerul de sân, și afectează și sensibilitatea tumorilor la tratamentul hormonal și medicamentos Nivelul său ridicat indică un prognostic nefavorabil atât în cancerul mamar precoce, cât și în cel avansat În plus, unele componente ale căii de semnalizare VEGF sunt considerate ținte promițătoare pentru terapia anticancer, în special posibilitatea de a suprima creșterea tumorii utilizând anticorpi la VEGF [bevacizumab (Avastin*)] și inhibitori specifici ai tirozin kinazelor VEGFR- și VEGFR- de exemplu, sunitinib ( sutent*)] ABORDĂRI DE ÎNALTĂ TEHNOLOGIE PENTRU STUDIUL UNUI COMPLEX DE MARKERI BIOLOGICI Utilizarea tehnologiei microarray face posibilă studierea simultană a amplificării, expresiei sau transcripției a multor mii de gene și să creeze "portrete moleculare" sau "semnături genetice" ale tumorilor Apariția unor astfel de tehnici de înaltă tehnologie cu debit uriaș și sensibilitate ridicată, care permite lucrul cu cantități foarte mici de material, ar trebui să revoluționeze studiul markerilor biologici în următorii ani Dezavantajele lor includ dificultatea standardizării studiilor, în special, obținerea de materiale de înaltă calitate pentru cercetare, dificultatea de interpretare a rezultatelor determinării simultane a unui număr mare de indicatori diferiți, ceea ce este absolut imposibil fără utilizarea programelor speciale de calculator Au fost dezvoltate mai multe sisteme pentru clasificarea cancerului de sân pe baza "semnăturilor genelor", un set limitat de gene care fac posibilă identificarea subgrupurilor de pacienți cu prognostic și sensibilitate diferită la anumite tipuri de terapie Cu toate acestea, până acum niciuna dintre "semnăturile genelor" nu a fost inclusă în numărul de recomandări recunoscute la nivel internațional Unul dintre cele mai cunoscute sisteme bazate pe analiza exprimării a de gene, așa-numita "semnătură a de gene" din Amsterdam (MattaPrglnTm), este în curs de studii clinice în cadrul programului internațional Microarray for Node Negative Disease may Avoid ChemoTherapy (MINDACT) (EORTC / BIG - - de la începutul lunii septembrie ) În acest studiu prospectiv, randomizat, performanța acestei clasificări a semnăturii genelor va fi comparată cu performanța criteriilor clinice Se presupune că, pentru a obține un rezultat fiabil, în program trebuie să fie incluși cel puțin de pacienți Un alt sistem destul de standardizat este o "semnătură" formată din de gene (OncotypeDX), deși este deja folosită în unele clinici străine pentru a forma indici de prognostic și a ajusta regimurile de tratament, dar nici nu este inclusă în numărul de teste obligatorii recomandate de internaționale organizatii Este în curs de studii clinice la scară largă în cadrul programului american TAILORx (Trial Assigning IndividualLized Optionsfor treatment /Rxf) Acest studiu include peste de femei tratate în de instituții medicale din Statele Unite și Canada Astfel, datorită progreselor în biochimie, biologie moleculară și biotehnologie, cercetătorii și clinicienii au în arsenalul lor un număr mare de indicatori semnificativi din punct de vedere biologic care pot ajuta la prognosticul și selectarea tacticilor de tratament adecvate și a regimurilor de tratament pentru pacienții cu cancer de sân la diferite stadiile bolii Cu toate acestea, majoritatea markerilor moleculari nu au intrat încă în practica de rutină, ceea ce este determinat de costul ridicat al acestora MARKERI BIOLOGICI AI TUMORILOR L studii, complexitatea interpretării datelor dintr-o analiză simultană a mai multor factori și un nivel insuficient de dovezi pentru majoritatea testelor invitate Pentru utilizarea clinică de rutină, organizațiile internaționale recomandă doar câțiva markeri biologici ai cancerului de sân, a căror eficacitate și utilitate are un nivel destul de ridicat de dovezi, și anume: • determinarea statusului receptorului (RE și RP) la toți pacienții primari pentru a decide dacă este oportună prescrierea terapiei endocrine și includerea acesteia în complexul factorilor de prognostic; • evaluarea exprimării HER /neu (amplificarea genelor) la pacienţii cu cancer avansat, dacă este planificat tratamentul cu trastuzumab (Herceptin*), sau la pacienţii aflaţi în stadii incipiente de cancer să fie incluşi în complexul de factori de prognostic; • determinarea concentrației tumorale a PAI- și/sau uPA, precum și a două "semnături genice" (ManimaPrint(tm) și Oncotype DX) pentru a identifica un grup cu risc crescut de recidivă și metastază în rândul pacienților cu stadii incipiente și pentru a determina tacticile de tratament sunt în evaluarea finală În cazuri speciale, când este planificat tratamentul cu medicamente anti-EGFR, studiul mutațiilor în genele c-erbBl și KRAS devine relevant În general, gama de studii biologice moleculare în fiecare caz specific depinde de stadiul bolii, de vârsta pacientului, de terapia planificată și de baza materială și tehnică a instituției MARKERI ASOCIAȚI TUMORALI SEROLOGICI Markerii tumorali asociați sau pur și simplu tumorali (TM) în diagnosticul de laborator sunt substanțe a căror concentrație în fluide biologice (sânge, urină, conținut de chisturi, lichid ascitic etc ) indică dezvoltarea procesului tumoral, oferă informații suplimentare despre gradul acestuia prevalența și eficacitatea terapiei Examinarea periodică a OM după încheierea tratamentului face posibilă suspectarea dezvoltării recidivei tumorale înaintea metodelor de diagnosticare funcțională utilizate în mod tradițional în oncologie În cele mai multe cazuri, OM sunt proteine sau peptide complexe sintetizate de celulele tumorale sau celulele normale care înconjoară tumora în concentrații crescute și care se găsesc în fluidele tisulare ale organului afectat de tumoră Au fost descrise un număr mare de OM, a căror creștere a nivelului în serul sanguin este asociată cu dezvoltarea unui proces tumoral de diferite geneze, cu toate acestea, nu mai mult de dintre ele sunt utilizate pe scară largă în clinica oncologică Principalele metode de determinare a nivelului de OM în serul sanguin sunt imunotestul enzimatic (ELISA), imunochemiluminiscent (ICLA) și radioimunotestul (RIA) Toate se bazează pe utilizarea anticorpilor specifici la proteinele corespunzătoare Până în prezent, nu există o clasificare unificată general acceptată a OM: acestea sunt împărțite în funcție de apartenența la țesuturi sau organe, natura chimică, originea și caracteristicile funcționale Câțiva markeri utilizați în monitorizarea și diagnosticul diferențial al tumorilor principalelor localizări sunt prezentați în tabel - , cele mai informative dintre ele sunt cu caractere aldine MARKERI BIOLOGICI TUMORALI Tabelul - Markeri ai tumorilor principalelor localizări Localizare Markeri tumorali Cancer de prostată PSA, PSA /PSA Obts? G- total Tumori ovariene: • epiteliale • celule germinale • celule granuloase CA -hCG, AFP Inhibin B Tumori testiculare r-hCG, AFP Cancer pulmonar: • celule mici • celule scuamoase • adenocarcinom • celule mari HSE, proGRP, ACTH CYFRA - , SCC Cyfra - CYFRA - , SCC Carcinom hepatocelular AFP Cancer tiroidian: • folicular, papilar • medular Tiroglobulina, PG Calcitonina, CEA Cancer mamar CA - CEA Cancer de col uterin SCC, TPS Cancer de stomac CA - , CEA, CA - Cancer de colon CEA, CA - , CA - , Tu M -RK Cancer pancreatic CA - , CA , Tu M -RK Cancerul vezicii urinare UBC BTA, SCC Cancer de rinichi Tu M -RK, SCC Melanom S- În clasificarea biologică a OM, se iau în considerare structura lor chimică, funcțiile în celule și rolul în embriogeneză: • antigene oncoembrionare și oncoplacentare (REA, AFP, r-hCG, TBG); • glicoproteine asociate tumorilor (CA , CA - , CA - , CA - , CA , SCC); • enzime (PSA, NSE, Tu M -RK); • citocheratine (UBC, Cyfra - , TPA, TPS); • hormoni si precursorii lor, amine biogene, steroizi (inhibina B, calcitonina, cromogranina A, ACTH, TG, TSH, proGRP, serotonina, -OIUA, mine de catecol, cortizol etc ) Valoarea diagnostică a OM serologică este determinată de sensibilitatea și specificitatea acesteia Sensibilitatea OM este procentul din frecvența rezultatelor testelor cu adevărat pozitive la un grup de pacienți cu cancer Specificitatea OM este procentul de rezultate adevărate negative ale testelor la un grup de indivizi sănătoși și pacienți cu boli benigne Până în prezent, nu a fost găsit niciun marker cu specificitate și sensibilitate absolută concentrații cunoscute acum OM poate crește în procese benigne și boli inflamatorii, dar, de regulă, într-un procent mai mic de cazuri și la concentrații mult mai mici decât în bolile oncologice Nivelul discriminatoriu (DL) al OM serologică este limita superioară acceptabilă a concentrației markerului la persoanele sănătoase Markerul satisface cerințele tumorii, dacă la un DN dat specificitatea acestuia este de cel puțin - %, iar sensibilitatea depășește % Zona de tranziție, sau "gri", este intervalul de concentrații de OM, care include valorile caracteristice pacienților cu tumori benigne, boli inflamatorii și alte boli non-oncologice MARKERI BIOLOGICI AI TUMORILOR boli logice, precum şi o mică proporţie de pacienţi cu neoplasme maligne, i diagnosticul diferenţial de laborator "prin marker" în acest domeniu este dificil În același timp, aceasta este o zonă de risc oncologic La valorile markerului sub această zonă, probabilitatea de a avea cancer este mică, iar deasupra este mare antigen specific prostatic Antigenul specific de prostată (PSA) este o glicoproteină de kDa izolată din extractul de prostată umană PSA este produs în principal de celulele epiteliale ale glandei prostatei și este secretat în lichidul seminal în cantități mici PSA se găsește și în alte organe (glande parauretrale, glande mamare, endometru, glande salivare) și fluide tisulare Această proteină este o serin protează din familia kalikreinelor Funcția exocrină a PSA este de a subțire ejaculatul și de a crește motilitatea spermatozoizilor Timpul de înjumătățire al PSA este de - zile În serul sanguin, PSA este sub două forme: liber și asociat cu inhibitori de protează; cea mai mare parte ( - %) este asociată cu o^-antichimotripsină și o cantitate mică ( - %) - cu a -macroglobulină Valoarea diagnostică în oncologie este determinarea atât a PSA total (PSAbsh), care include ambele forme de marker, cât și a raportului dintre PSA liber (PSAf) și PSAo sh Timpul de înjumătățire al PSAg-urilor este de ore Nivel discriminatoriu Nivelul discriminatoriu (DL) al PSAo sh pentru diferite grupuri de vârstă poate varia (Tabelul - ) Concentrația acestui marker poate crește de-a lungul anilor din cauza proceselor hiperplazice benigne la nivelul prostatei Tabelul - Nivel discriminatoriu de PSAo sh în diferite grupe de vârstă Indicator de laborator Vârsta, ani - - - - PSA, ,, ng/ml ms - , - , - , - , În studiile care vizează depistarea cancerului de prostată (PCa), s-a demonstrat că în rândul bărbaților de peste de ani cu un nivel de PSAobp (mai puțin de ng/ml), proporția pacienților cu cancer de prostată nepalpabil este destul de mare De aceea, recomandările Asociației Europene de Urologie ( ) sugerează utilizarea în practica clinică pentru PSA^ DU egal cu , ng/ml Pentru PSA gratuit, în conformitate cu recomandările Asociației Europene de Urologie ( ), următoarele Se utilizează valorile prag pentru proporția de PSAF pentru persoanele sănătoase: • când PSAb c este mai mic de ng/ml, DU a ponderii PSAf este mai mare de %; • cu PSA()bsh în intervalul - ng/ml DU, ponderea PSAhe este mai mare de - % O scădere a proporției de PSAsp servește drept justificare pentru o examinare aprofundată, inclusiv cu o puncție multifocală a glandei prostatei Motive pentru creșterea PSAob • Cancer de prostată (PC) • Motive pentru creșterea PSApbsh, care nu sunt asociate cu cancerul de prostată: o hiperplazie benignă de prostată (HBP); ❖ prostatita; o - un atac de cord sau o leziune a prostatei; ❖ cistoscopie; biopsie de prostată MARKERI BIOLOGICI TUMORALI Cauze ale creșterii PSAF care nu sunt asociate cu PCa • Iritația mecanică a prostatei (cercetare pe rect) • Ejaculare Indicații pentru cercetare • Diagnosticul precoce (screening) și clarificator al cancerului de prostată • Diagnosticul diferențial al cancerului de prostată și al HBP • Controlul prostatectomiei radicale la pacientii cu cancer de prostata • Evaluarea eficacității terapiei conservatoare pentru cancerul de prostată • Monitorizarea pacienţilor cu cancer de prostată în scopul depistarii preclinice a recidivei cancerului de prostată • Monitorizarea pacienților cu HBP în vederea evaluării eficacității tratamentului și identificării unui posibil proces de malignitate Semnificația clinică și diagnostică a antigenului specific prostatic PSA este utilizat pe scară largă în diagnosticul cancerului de prostată, în clarificarea stadiului procesului, evaluarea eficacității tratamentului și depistarea preclinice a recăderilor Sensibilitatea diagnostică a PSA este mai mică de %, prin urmare, la unii pacienți (până la %) cu cancer de prostată confirmat morfologic, nivelul PSAo poate fi mai mic de ng/ml La niveluri de PSAo peste ng/mL, se efectuează o biopsie indiferent de rezultatele unui examen rectal digital Cele mai mari dificultăți apar în diagnosticul diferențial al cancerului de prostată cu HBP la niveluri de marker în intervalul - ng/ml (zona "gri") și date normale de examinare digitală rectală Pentru a crește specificitatea diagnosticului de laborator în detectarea cancerului de prostată la pacienții cu niveluri de markeri în zona "gri", sunt utilizați parametri suplimentari Acestea sunt raportul dintre PSAci și PSA^III (nu depinde de vârstă), densitatea PSA și rata de creștere a PSA total în timp Introducerea raportului PSA^/PSA^ se bazează pe faptul că odată cu dezvoltarea cancerului de prostată, proporția de PSAx scade și proporția de PSA asociat cu c^-antichimotripsină și, ca urmare, PSAG/PSAob raportul scade În plus, pentru a îmbunătăți diagnosticul diferențial al cancerului de prostată la pacienții cu valori PSA în zona "gri" și rezultate normale ale examinării rectale digitale, se utilizează un indicator suplimentar - densitatea PSA Se calculează ca raport dintre nivelul de PSAo și volumul glandei prostatei, determinat cu ajutorul ultrasunetelor În absența formațiunilor nodulare în glanda prostatică și a nivelului PSA total în zona "gri", densitatea PSA nu trebuie să depășească , ng/ml la cm de glandă Pe lângă cancerul de prostată, nivelul PSA"V( poate crește cu prostatita și HBP, prin urmare, un criteriu suplimentar este inclus în programele de screening care vizează depistarea precoce a cancerului de prostată - rata de creștere a PSA/i: în timp Acest parametru, conform recomandărilor Asociației Europene de Urologie ( ) , nu trebuie să depășească norma de , ng / ml În caz contrar, subiectul se încadrează în grupa de risc pentru dezvoltarea cancerului de prostată Pentru a diferenția creșterea PSA niveluri cauzate de procesul inflamator din creșterea markerului cauzat de cancerul de prostată, se recomandă repetarea determinării PSA după un curs de terapie antibacteriană Utilizarea unui antigen comun specific de prostată pentru monitorizarea dinamică a pacienților cu cancer de prostată după tratament PSAtotal este utilizat pe scară largă pentru a monitoriza PCa după un tratament radical Deoarece PSA este o proteină specifică unui organ, după prostatectomia radicală, nivelul său ar trebui să scadă la limita biologică de detecție și să fie mai mic de , ng/ml La astfel de pacienți, se recomandă măsurarea nivelului PSA la de zile după operație, apoi o dată la luni în timpul primei MARKERI BIOLOGICI AI TUMORILOR an, în următorii trei ani - dată în luni și apoi - anual La pacienții cu margine de rezecție pozitivă sau metastaze la nivelul ganglionilor limfatici regionali, se recomandă efectuarea primei determinări a nivelului PSAo mai devreme, la lună după operație, pentru a dezvolta tactici de tratament În timpul monitorizării dinamice a pacienților cu cancer de prostată, primul indicator care indică posibila dezvoltare a unei recidive a bolii este creșterea nivelului PSA total în două determinări consecutive, de cel puțin ori față de concentrația postoperatorie În majoritatea clinicilor, a fost luată o valoare egală cu , ng/ml ca doză totală de PSA pentru detectarea recurenței biochimice (marker) a cancerului de prostată la pacienții după prostatectomie Până de curând, criteriul de eficacitate al radioterapiei în cancerul de prostată era considerat a fi o scădere a nivelului PSA sh la lună după acesta cu cel puțin % față de cel inițial Recomandările Asociației Europene de Urologie ( ) indică faptul că un nivel de PSAob mai mic de , ng/ml atins ca urmare a radioterapiei la un pacient cu cancer de prostată este un indicator al eficacității acestuia Cu toate acestea, intervalul de timp înainte de scăderea minimă a PSA- sh poate fi de câțiva ani În prezent, se propune să se ia drept criteriu pentru ineficacitatea radioterapiei o creștere a nivelului PSA total cu ng/ml față de cea mai mică valoare a markerului obținută ca urmare a acestui tip de tratament În timpul terapiei hormonale la pacienții cu cancer de prostată, o evaluare a nivelului de PSAiibsh trebuie efectuată la fiecare luni pentru a identifica cazurile de rezistență primară sau dobândită la tratament pentru a-și corecta tactica Metode de cercetare - ELISA, RIA, CML Obiectul de studiu este serul sanguin Cerințe pentru mostre Serul se păstrează la + °C timp de până la de ore, la - °C - până la °C Ciclurile repetate de îngheț-dezgheț nu ar trebui permise Pentru a exclude posibilitatea unor rezultate false, prelevarea de sânge pentru analiză (PSAob și PSAc ) trebuie efectuată înainte sau la - zile după examinarea pe rect, ecografie transrectală, proceduri termice și diferite efecte mecanice După o biopsie de prostată și o cistoscopie, se prelevează sânge pentru analiza PSA nu mai devreme de - săptămâni mai târziu SA CA este un epitop glicoproteic (greutate moleculară - kDa) al unei mucine cu greutate moleculară mare CA aparține clasei de proteine oncoembrionare; se detectează în epiteliul membranelor seroase ale fătului și țesuturile derivate din epiteliu La adulți, expresia sa în urme se păstrează în mezoteliul cavității abdominale și pleurale și în pericard Principala sursă de CA la femeile sănătoase este endometrul, care determină o modificare a valorii acestui OM în timpul ciclului menstrual Timpul de înjumătățire al CA este de - zile Nivel discriminatoriu La % dintre oamenii sănătoși, nivelul de CA din serul sanguin nu depășește U / ml Pentru femeile aflate în postmenopauză, DU CA este sub U/ml, ceea ce se datorează modificărilor involutive-atrofice ale endometrului La pacientele cu cancer ovarian (OC) după tratament combinat, nivelul CA nu trebuie să depășească valorile normale Cauze ale creșterii CA (cu excepția cancerului ovarian) • Procese inflamatorii ale organelor pelvine, pancreatită acută, hepatită, pneumonie, insuficiență renală, ciroză CA (ca majoritatea OM) prezintă unele proprietăți ale unei proteine de fază acută MARKERI BIOLOGICI TUMORALI • Sarcina, mai ales trimestrul I • Menstruația: Nivelul CA este minim în prima fază a ciclului menstrual-ovarian și crește odată cu creșterea grosimii endometrului în a doua fază, devenind peste limita superioară a normalului în timpul menstruației • Boli însoțite de implicarea în procesul membranelor seroase - pleurezie exudativă, pericardită, ascită de diverse etiologii, peritonită, • Tumori benigne si chisturi ovariene • Unele tumori maligne primare și metastatice de alte localizări Indicații pentru cercetare • Prognosticul evoluției procesului tumoral, controlul eficacității tratamentului și monitorizarea pacienților cu CO seros în scopul detectării preclinice a recăderii • Diagnosticul diferențial al CO la femeile cu mase ovariene depistate ecografic, • Screening care vizează depistarea precoce a CO (în combinație cu ultrasunete transvaginale), în special în rândul femeilor cu ereditate agravată și în postmenopauză • Evaluarea eficacității tratamentului chirurgical al pacienților cu tumori benigne și chisturi ovariene Semnificația clinică și diagnostică a CA Sensibilitatea diagnostică a CA pentru OC variază de la la % în funcție de stadiu (în stadiul IV-IV este aproape de %) Limitarea utilizării CA pentru diagnosticul OC este sensibilitatea sa scăzută ( boala Crohn milion UI / ml) Coriocarcinoamele (dintre care - % provin din mol hidatiform) se caracterizează, de asemenea, printr-o creștere semnificativă a nivelului de r-hCG MARKERI BIOLOGICI AI TUMORILOR În tumorile trofoblastice ale uterului, prezența unei corelații între evoluția clinică și nivelul de secreție de [ -hCG] face posibilă evaluarea eficacității terapiei folosind acest marker, corectarea regimurilor de tratament și detectarea dezvoltării a unei recidive înainte de manifestarea ei clinică Diagnosticul de coriocarcinom este confirmat de detectarea unui alt marker în serul sanguin - β-globulina trofoblastică (TBG), care este deosebit de importantă pentru pacienții cu niveluri scăzute de r-hCG Se recomandă utilizarea r-hCG într-un complex de metode de diagnostic pentru monitorizarea pacienților cu disgerminoame, cancer ovarian embrionar, precum și la bărbații cu seminoame (pozitiv inițial pentru acest marker în aproximativ % din cazuri) și cancer testicular embrionar pentru scopul detectării preclinice a recăderilor Metode de cercetare - ELISA, RIA, CML Obiectele de studiu sunt serul sanguin, urina, lichidul amniotic, lichidul cefalorahidian Cerințe pentru mostre Probele din materialul de testat sunt păstrate la + °C timp de până la de ore, la - °C timp de până la luni d XW Antigenul carcinomului cu celule scuamoase Antigenul carcinomului cu celule scuamoase (SCC) este un marker al carcinomului cu celule scuamoase, o glicoproteină cu o greutate moleculară de ° kDa, a fost izolată din metastazele hepatice ale carcinomului cu celule scuamoase (CC) cervicale SCC aparține familiei inhibitorilor de protează serică În mod normal, SCC se exprimă în epiteliul scuamos, predominant în epidermă (în straturile spinoase și granulare) Principalele surse de SCC în organism sunt pielea, epiteliul scuamos stratificat al bronhiilor, esofagului, colului uterin și canalului anal Timpul de înjumătățire al SCC este mai mic de zi Nivel discriminatoriu Limita superioară a normalului pentru SCC la persoanele sănătoase este de , ng/mL Cauzele creșterii SCC • Neoplasme maligne (carcinom cu celule scuamoase) cancer pulmonar ❖ Cancer de vulva, cancer de vagin • Alte boli Cancerul ovarian <> Cancer colorectal %) în depistarea recăderilor bolii (în medie, cu , luni înainte de manifestarea clinică a acestora) În general, modificări ale nivelurilor de CA - în procesul de monitorizare dinamică a pacienților cu cancer de sân se corelează de obicei cu evoluția clinică a bolii, ceea ce îi permite să fie utilizat cu succes în combinație cu CEA pentru monitorizarea pacienților cu LCR Metode de cercetare - CML, ELISA Obiectele de studiu sunt serul sanguin, conținutul chisturilor Cerințe pentru mostre Serul se păstrează la + °C până la de ore, la - °C până la luni Ciclurile repetate de îngheț-dezgheț nu ar trebui permise CYFRA - CYFRA - este un fragment solubil al citokeratinei , o proteină de schelă a celulelor (greutatea moleculară este de kDa) Ca și alte citokeratine, este un marker al epiteliului și, în consecință, al neoplasmelor maligne de origine epitelială MARKERI BIOLOGICI TUMORALI Nivel discriminatoriu Limita superioară a normalului pentru CYFRA - este de , ng/mL Motive pentru creșterea CYFRA - • Neoplasme maligne Ciroza hepatică - Insuficiență renală cronică - Astmul bronșic ❖ Infecții respiratorii Indicații pentru cercetare • Clarificarea diagnosticului de cancer pulmonar • Monitorizarea pacienţilor cu cancer pulmonar • Monitorizarea pacienţilor cu carcinom spinocelular de altă localizare Semnificația clinică și diagnostică a CYFRA - CYFRA - este cel mai informativ în clarificarea diagnosticului de cancer pulmonar în ceea ce privește diagnosticul diferențial între tumorile benigne și maligne, precum și între cancerul pulmonar cu celule scuamoase și non-squamose Sensibilitatea diagnostică a CYFRA - pentru cancerul de col uterin este de aproximativ % Nivelurile inițial crescute de CYFRA - înainte de tratament reprezintă un factor de prognostic nefavorabil în ceea ce privește progresia rapidă a bolii CYFRA - la pacienții cu carcinom cu celule scuamoase (plămân, col uterin) reflectă în mod adecvat eficacitatea tratamentului: un nivel crescut de OM după terminarea tratamentului este un argument în favoarea unei tumori reziduale și o creștere a acestui marker în timpul monitorizării indică evoluția bolii CYFRA - poate crește și în neoplasmele maligne de alte localizări, totuși, în aceste cazuri, markerul are o sensibilitate diagnostică relativ scăzută (comparativ cu OM principală pentru aceste tumori) Metode de cercetare - chemiluminiscente, ELISA Obiectele de studiu sunt serul sanguin, lichidul pleural, lichidul ascitic, lichidul chistic Cerințe pentru mostre Serul de sânge se păstrează la + °C timp de până la de ore, la - °C până la luni Nu trebuie permise cicluri repetate de îngheț-dezgheț Enolaza neurospecifică Enolaza neurospecifică (NSE) a fost descoperită pentru prima dată în neuronii creierului și în sistemul nervos periferic Este o izoenzimă a enzimei glicolitice citoplasmatice enolaza, care catalizează conversia -fosfogliceratului în fosfoenolpiruvat La făt, NSE se găsește în țesutul nervos și pulmonar, la adulți - în principal în structurile neuroendocrine Timpul de înjumătățire al NSE este de zile Nivel discriminatoriu Limita superioară a normei enzimei este de , ng / ml MARKERI BIOLOGICI AI TUMORILOR Cauzele creșterii enolazei neurospecifice • Neoplasme maligne ❖ Tumori maligne neuroendocrine de diverse localizari, în primul rând cancer pulmonar cu celule mici • Alte boli, ❖ Pneumonie, ❖ Leziuni cerebrale ❖ Insuficiență renală ❖ Soc septic ❖ Tumori benigne ale plămânilor și ficatului o Tumori benigne de origine neuroectodermală Semnificația clinică și diagnostică a NSE NSE, având sensibilitate ridicată ( - % în funcție de stadiul procesului) și specificitate pentru cancerul pulmonar cu celule mici, poate fi utilizată în diagnosticul diferențial al tumorilor pulmonare, precum și pentru monitorizarea pacienților în vederea evaluării eficacității tratament, NSE este cel mai semnificativ predictor de supraviețuire la pacienții cu cancer pulmonar cu celule mici La marea majoritate a pacienților ( %), nivelul markerului revine la normal în cazul remisiunii Nivelul NSE este adesea crescut la pacienții cu neoplasme maligne de origine neuroectodermică (neuroblastom, meduloblastom, retinoblastom); acest marker poate fi utilizat pentru monitorizarea dinamică a pacienților NSE este un marker tumoral suplimentar în diagnosticul seminoamelor Metode de cercetare - ELISA, analiză chemiluminiscentă Obiectele de studiu sunt serul sanguin (plasma), lichidul pleural, lichidul ascitic, lichidul chistic Cerințe ѵ eșantion Probele se păstrează la + °C timp de până la de ore, la - °C până la luni Hemoliza și întârzierea centrifugării sângelui trebuie evitate, deoarece NSE este prezentă în eritrocite, trombocite și celule plasmatice Ciclurile repetate de îngheț-dezgheț nu ar trebui permise ProGRP Peptida care eliberează gastrină (GRP) este un hormon intestinal, o peptidă de de aminoacizi similară structural și funcțional cu regiunea C-terminală a bombesinului gastric porcin A fost inițial izolat din stomacul unui porc GRP este prezent în țesuturile creierului, fibrele nervoase, celulele neuroendocrine, celulele tractului gastrointestinal și plămânii Este bine cunoscut că este secretat de celulele cancerului pulmonar cu celule mici (SCLC) S-a demonstrat că ProGRP are activitate mitogenă împotriva SCLC și este produs de celulele canceroase pulmonare cu celule mici printr-o cale autocrină În ciuda acestui fapt, utilizarea acestei proteine ca marker pentru studiile de rutină este dificilă din cauza instabilității în sânge și a dificultății de izolare a acestuia În prezent, au fost dezvoltate sisteme de testare pentru determinarea proGRP (regiunile - comune pentru trei tipuri de proGRP uman), o proteină precursor hormonal mai stabil, care este, de asemenea, un marker specific pentru SCLC Nivel discriminatoriu Limita superioară a normalului pentru proGRP este de pg/mL O scădere a ratei de filtrare glomerulară poate duce la o creștere a nivelurilor de proGRP Cu excepția pacienților cu insuficiență renală, nivelurile circulante de proGRP nu depășesc pg/mL în boala benignă MARKERI BIOLOGICI TUMORAŢI vaniya sau pg / ml - cu tumori maligne de alte localizări Nivelul proGRP în ser este puternic asociat cu tipul histologic al tumorii, valorile ridicate sunt observate în SCLC Nivelurile ProGRP peste pg/ml sunt detectate în mai puțin de % din cazurile de cancer pulmonar cu celule non-mici (NSCLC) În schimb, niveluri crescute de proGRP sunt găsite în - % și - % din cazuri la pacienții cu SCLC localizat și, respectiv, avansat Astfel, proGRP este un marker mai sensibil și mai specific pentru SCLC decât NSE Proteina S- S- este o proteină aparținând familiei de proteine care leagă Ca implicate în procesele de diviziune și diferențiere celulară S- funcționează ca dimeri, constând din două tipuri de monomeri - A și B Nivel discriminatoriu Limita superioară a S- normal este mai mică de ng/l Motive pentru creșterea S- OO • Neoplasme maligne Melanomul ❖ Tumori ale țesutului nervos de unele tipuri • Alte boli ❖ Ciroza hepatică - Insuficiență renală Indicații pentru cercetare • Evaluarea eficacității tratamentului pacienților cu melanom • Monitorizarea pacienţilor cu melanom în scopul depistarii preclinice a progresiei bolii • Prognoza cursului procesului tumoral Valoarea diagnostică clinică a S- Concentrația de S- în serul sanguin se corelează semnificativ cu principalii factori de prognostic clinic și morfologic pentru evoluția melanomului: grosimea tumorii conform Breslow, nivelul de invazie conform Clark și subtipul histologic al tumorii, precum și cu stadiul a bolii Sensibilitatea sa crește de la % în stadiul I al bolii la % în stadiul III și % în stadiul IV Nivelul seric al S- este un factor de prognostic independent: supraviețuirea pacienților cu niveluri ridicate de proteine este semnificativ mai scăzută decât a celor cu niveluri scăzute de S- Valorile scăzute ale S- la pacienții cu melanom în remisie și nivelurile relativ ridicate ale markerului în caz de recidivă a bolii dovedite clinic indică oportunitatea includerii acesteia în complexul de metode de diagnostic utilizate pentru monitorizarea dinamică a pacienților În prezent, conform standardelor europene, se recomandă efectuarea monitorizării dinamice a pacienților cu melanom cu includerea obligatorie în complexul diagnostic de determinare a nivelului seric de S- Metoda de cercetare - ELISA Obiectul de studiu este serul sanguin Cerințe pentru mostre Probele se păstrează de la + la + °C timp de cel mult de ore, la - °C - până la luni Nu se recomandă testarea probelor hemolizate Tu M -RK Tu M -RK este o piruvat kinază tumorală de tip M , una dintre enzimele glicolizei care catalizează transferul unei grupări fosfat de la fosfoenolpiruvat la MARKERI BIOLOGICI AI TUMORILOR adenozin difosfat (ADP) pentru a forma piruvat și adenozin trifosfat (ATP) OSH În acest fel, asigură sinteza de ATP în țesuturile cu un conținut scăzut de O În celulele țesuturilor umane normale, piruvat kinaza funcționează ca un tetramer din izoformele tipurilor L-PK, R-PK, Ml-RK În celulele tumorale în condiții hipoxice, funcționează un tip special de enzimă - piruvat kinaza tumorală - YVZh dimer tip M (Tu M -RK) Diferența sa fundamentală față de alți markeri SHSHV este o reflectare a caracteristicilor metabolismului celulelor tumorale, indiferent de localizarea tumorii Nivel discriminatoriu DU este de UI / ml, zona de tranziție - - UI / ml Motive pentru creșterea Tu M -RK • Neoplasme maligne o Cancer de rinichi ❖ Cancer colorectal ❖ Cancer la stomac o Cancer pancreatic • Alte boli ѵ Infecții bacteriene ❖ Reumatism de ani Prostata Prostata - TRA - - Vezica urinară - Calcitonina Grupe de risc Celule C Celule C Celule C p- -m - - Mielom multiplu (NHL) - Tabelul - Indicații pentru utilizarea markerilor tumorali Marker Norm Indicații de utilizare Notă Calcitonina : carcinom al vezicii urinare, bronhiilor, ovarului, stomacului, posibile boli ale ficatului, rinichilor, plămânilor etc Specificitate scăzută Antigenul embrionar al cancerului (CEA) Semnul înseamnă nivelul de ploidie [] Parantezele indică numărul absolut de celule dintr-o clonă dată sep Centromer himeră Cromozom Semnul indică un gol, folosit într-un sistem detaliat pentru descrierea cromozomilor Semnul denotă o pauză și reuniune, folosit într-un sistem detaliat pentru descrierea cromozomilor J Virgulă separă numărul de cromozomi, cromozomii sexuali și anomaliile cromozomiale Semn de desemnare a subbandei del deleting dn (de novo} Anormalitate cromozomială recentă care nu este ereditară der Cromozom derivat (derivat) dic Dicentric GENETICA DE LABORATOR Sfârșitul mesei - Simboluri și abrevieri Nume dir Direct dis distal dup Duplicare femeie Femeie Zona fragilă h Heterocromatina constituțională i izocromozomul ins Inserţie irw Invers mal Masculin cromozom marker mar mat Linia maternă (-) Semnul minus - pierdere ni os Mozaic (X) Copii multiple ale cromozomilor rearanjați sau Interpretare alternativă p Brațul scurt al cromozomului Cromozomi rearanjați structural cu puncte de rupere pat Linia paternă w Opțional, achiziționat prx Regiunea proximală a unui cromozom q Brațul lung al cromozomului (?) Un semn de întrebare indică faptul că identificarea unui cromozom sau a unei structuri cromozomiale este în discuție d Cromozomul inel rcp Translocare reciprocă jefui translocarea robertsoniană s Satelit () Separarea cromozomilor rearanjați și a punctelor de întrerupere în rearanjamentele structurale care afectează doi sau mai mulți cromozomi (/) Semn de separare clon stk Filament de satelit t Translocarea tel Telomere ter Regiunea terminală a cromozomului ( ) Un singur caracter de subliniere este folosit pentru a distinge cromozomii omologi PRINCIPII GENERALE PENTRU DESCRIEREA CARIOTIPULUI NORMAL ȘI ANORMAL În descrierea cariotipului, primul element indică numărul total de cromozomi, inclusiv cromozomi sexuali Primul număr este separat de restul intrării printr-o virgulă, apoi se înregistrează cromozomii sexuali Autozomii sunt desemnați numai în caz de anomalii Un cariotip uman normal arată astfel: • ,XX - cariotip feminin normal; • XY - cariotip masculin normal GENETICA DE LABORATOR ■ capitol-' io- În cazul anomaliilor cromozomiale, se înregistrează mai întâi anomaliile cromozomiale sexuale, apoi anomaliile autozomale în ordine crescătoare a numerelor și indiferent de tipul anomaliei Separați fiecare anomalie cu o virgulă Denumirile de litere sunt folosite pentru a descrie cromozomii rearanjați structural Cromozomul implicat în rearanjare se scrie între paranteze după simbolul care indică tipul de rearanjare, de exemplu: ipv( ) del( ), r( ) Dacă doi sau mai mulți cromozomi sunt implicați în rearanjare, un punct și virgulă (;) este plasat între desemnările numărului fiecăruia dintre ei, Semnele (+) sau (-) sunt plasate în fața cromozomului pentru a indica o anomalie, indicând un cromozom în plus sau lipsă (normal sau anormal), de exemplu: + , - , rder( ) Ele sunt, de asemenea, folosite pentru a desemna o scădere sau o creștere a lungimii unui braț de cromozom după un simbol (p sau q); Cu în acest scop, semnele de mai sus pot fi folosite doar în text, dar nu și în descrierea cariotipului, de exemplu: p+, q- Când se descriu dimensiunile segmentelor de heterocromatină, sateliților și filamentelor de satelit, semnul (+) (creștere) sau (-) (scădere) este plasat imediat după desemnarea simbolului corespunzător, de exemplu: qh+, ps+, pstk+ Semnul de multiplicare (x) este folosit pentru a descrie mai multe copii ale cromozomilor rearanjați, dar nu poate fi folosit pentru a descrie mai multe copii ale cromozomilor normali, de exemplu: ,XX,del( )(ql q ) x Un cromozom sau o bandă neidentificată poate fi indicată printr-un semn de întrebare (?) sau un simbol (~), de exemplu: ,XX,ins(l;?)(p ;?) sau ,XX,del(l) ( q - ) Pentru a indica interpretări alternative ale anomaliilor, se folosește simbolul (de la), de exemplu: XX del ( ) (q ) ori ( ) (p ) Cariotipurile diferitelor clone sunt separate printr-o bară oblică (/) Parantezele pătrate sunt plasate după descrierea cariotipului pentru a indica numărul absolut de celule dintr-o clonă dată Pentru a indica cauza apariției diferitelor clone, se folosesc simbolurile mos (mozaicism - linii celulare provenite din același zigot) și chi (himeră - linii celulare provenite din diferiți zigoți), care sunt date înainte de descrierea cariotip La enumerarea cariotipurilor, clona diploidă normală este întotdeauna listată ultima, de exemplu; mos ,XY,+ / ,XY; nios ,XXY/ ,XY Dacă există mai multe clone anormale, înregistrarea se realizează în ordinea creșterii dimensiunii lor: prima este cea mai comună, apoi în ordine descrescătoare Cea mai recentă este clona normală, de exemplu: mos ,X[ ]/ ,XXX[ ]/ ,XX[ ] O înregistrare similară este utilizată într-un cariotip având două clone normale, de exemplu; chi XX[ ]/ ,XY[ ] Dacă în cariotip sunt prezente două clone anormale, dintre care una are o anomalie numerică, iar cealaltă are o rearanjare structurală, atunci clona cu o anomalie numerică este înregistrată mai întâi De exemplu: ,X[ ]/ ,X,i(X)(ql )[ J Când ambele clone au anomalii numerice, se înregistrează prima clona având autozomul cu numărul de serie mai mic, de exemplu: ,XX,+ [ ]/ ,XX,+ [ ]; o clonă cu anomalii ale cromozomilor sexuali este întotdeauna plasată pe primul loc, de exemplu: XXX [ ]/ ,XX,+ [ ] Faptul că cariotipul este haploid sau poliploid va fi evident din numărul de cromozomi și denumiri ulterioare, de exemplu: XXY Toți cromozomii modificați trebuie etichetați în funcție de nivelul corespunzător de ploidie de exemplu: O XXY,+ Originea maternă sau paternă a cromozomului anormal este indicată prin simbolurile mat și, respectiv, pat, după anomalia descrisă, de exemplu: XX,t( ; )(q ;q )niat,inv( )(ql q )pat; ,XX,t( ; )(q ;q )mat,inv( ) (ql q )mat Dacă se știe că cromozomii părinților sunt normali în comparație GENETICA DE LABORATOR cu această anomalie, este considerată ca nou apărută și notat cu simbolul de novo (dn), de exemplu: ,XY,t( ; )(q ;q )mat,inv ( )(ql q ) )dn Descrierea anomaliilor cromozomiale numerice Semnul (+) sau (-) este pus pentru a indica pierderea sau achiziționarea unui cromozom suplimentar atunci când se descrie anomalii numerice , XX, + - cariotip cu trisomie , XX, + + - cariotip cu trisomie și trisomie , XX - - cariotip cu monosomie , XX, + , - - cariotip cu trisomie și monosomie O excepție de la această regulă sunt anomaliile constituționale ale cromozomilor sexuali, care sunt înregistrate fără a utiliza semnele (+) și (-) ,X - cariotip cu un cromozom X (sindromul Sheregievsky-Turner) , XXY - cariotip cu doi cromozomi X și un cromozom Y (sindromul Klinefelter) XXX - cariotip cu trei cromozomi X , XYY - cariotip cu un cromozom X și doi cromozomi Y , XXXY - cariotip cu trei cromozomi X și un cromozom Y Descrierea anomaliilor structurale ale cromozomilor În descrierea rearanjamentelor structurale sunt utilizate atât sisteme de notare scurte, cât și detaliate Când se utilizează un sistem scurt, sunt indicate doar tipul de rearanjare a cromozomilor și punctele de rupere Notați tipul de anomalie cromozomială, cromozomul implicat în această anomalie și, între paranteze, punctele de întrerupere Sistemul scurt nu oferă o descriere fără ambiguitate a rearanjamentelor cromozomiale complexe, care sunt uneori detectate în analiza cariotipurilor tumorale Sistem pe scurt de desemnare a reamenajărilor structurale Dacă ambele brațe sunt implicate într-o rearanjare rezultată din două rupturi ale aceluiași cromozom, punctul de rupere din brațul scurt este scris înainte de punctul de rupere din brațul lung: ,XX,inv( )(p q ) Când două puncte de întrerupere sunt în același braț al cromozomului, punctul de întrerupere proximal de centromer este indicat mai întâi: XX,ipv( )(p p ) În cazul în care în rearanjare sunt implicați doi cromozomi, se indică mai întâi fie cromozomul cu un număr de serie mai mic, fie cromozomul sexual: ,XY,t( : )(ql ;pll ): ,X, t(X; ) (pll l; qll l) O excepție de la regulă sunt rearanjamentele cu trei puncte de întrerupere, atunci când un fragment dintr-un cromozom este inserat într-o regiune a altui cromozom În acest caz, cromozomul primitor este înregistrat primul, iar cromozomul donor este înregistrat ultimul, chiar dacă este un cromozom sexual sau un cromozom cu un număr de serie mai mic: ,X,ins( ;X)(pl ;q q ) ; ,XY,ins( ,' )(pI ;q q ) Dacă rearanjarea afectează un cromozom, punctele de rupere din segmentul în care s-a format insertul sunt indicate mai întâi În cazul inserției directe, se înregistrează mai întâi punctul de rupere al fragmentului inserat proximal de centromer, iar apoi punctul de rupere distal Cu o inserție inversată, este adevărat opusul Pentru a desemna translocațiile în care sunt implicați trei cromozomi diferiți, se indică mai întâi cromozomul sexual sau cromozomul cu un număr de serie mai mic, apoi cromozomul care a primit fragmentul de la primul cromozom și, în final, cromozomul care a dat fragmentul primului cromozom ,XX,t( ; ; ) (q ;qll ;q ) - un fragment al cromozomului corespunzător regiunii distale q a fost transferat pe cromozomul , pe segmentul qll , un fragment al cromozomului , corespunzătoare regiunii distale qll este transferat la cromozomul , în segmentul q , iar fragmentul cromozomului , corespunzător regiunii distale a lui q , este transferat la cromozomul , în segmentul q JAVY 'n GENETICA DE LABORATOR Sistem detaliat pentru desemnarea modificărilor structurale În conformitate cu sistemul detaliat de notație, rearanjamentele structurale ale cromozomilor sunt determinate de compoziția benzilor din acestea Toate denumirile utilizate în sistemul scurt sunt păstrate în sistemul detaliat Cu toate acestea, în sistemul detaliat, o descriere detaliată a compoziției benzilor din cromozomii rearanjați este dată folosind simboluri suplimentare Două puncte (:) indică un punct de întrerupere, iar două puncte (::) indică o pauză urmată de o reuniune Săgeata (->) indică direcția de transfer al fragmentelor de cromozomi Capetele brațelor cromozomilor sunt notate prin simbolul ter (terminal), pter sau qter înseamnă capătul brațului scurt sau, respectiv, lung Simbolul sep este folosit pentru a reprezenta centromerul Tipuri de rearanjamente cromozomiale Material suplimentar de origine necunoscută Simbolul add (din latină additio - adiție) este folosit pentru a indica material suplimentar de origine necunoscută atașat la o regiune sau bandă cromozomială Materialul suplimentar atașat la regiunea terminală va determina o creștere a lungimii brațului cromozomului Când se descriu cromozomi cu material suplimentar de origine necunoscută în ambele brațe, simbolul der este plasat înaintea numărului cromozomilor Dacă un material suplimentar necunoscut este introdus într-un braț de cromozom, simbolurile ins și (?) sunt folosite pentru descriere Ștergeri Simbolul del este folosit pentru a indica ștergerile terminale (terminale) și interstițiale: ,XX,del( )(ql ) ,XX,del( )(pter- >ql :) Semnul (:) înseamnă că ruptura a avut loc în banda ql , ca urmare, cromozomul este format dintr-un braț scurt și o parte a brațului lung, închisă între centromer și segmentul ql ,XX,del( )(ql q ) ,XX,del( )(pter-H>ql ::q ->qter) Semnul (::) înseamnă ruperea și reunirea benzilor ql și q ale brațului lung al cromozomului Segmentul de cromozom dintre aceste benzi este delegat Cromozomi derivați (derivați) Cromozomii derivați sau derivați (der) sunt cromozomi care au apărut ca urmare a rearanjamentelor care afectează doi sau mai mulți cromozomi, precum și ca urmare a rearanjamentelor multiple într-un singur cromozom Numărul cromozomului derivat corespunde numărului cromozomului intact care are același centromer ca și cromozomul derivat: ,XY,der( )del( )(pl )del( )(q ) ,XY,der( )(:pl ->q :) Cromozomul derivat este rezultatul a două deleții terminale care apar în brațele scurte și lungi, cu puncte de întrerupere în benzile pI și, respectiv, q I ,XX,der ( )add( )(pl )del( )(q] ) ,XX,der( )(?::pl ->ql :) Cromozomul derivat cu material suplimentar de origine necunoscută atașat la banda p şi o deleţie terminală a braţului lung distal de banda ql Cromozomi dicentrici Simbolul dic este folosit pentru a descrie cromozomii dicentrici Un cromozom dicentric înlocuiește unul sau doi cromozomi normali Astfel, nu este necesară indicarea cromozomilor normali lipsă GENETICA DE LABORATOR ,XX,dic(lJ ) (ql ;q ) , XX dic(l ; )( ptcr-> ql :: q ^ ptcr) Ruperea și reunirea s-au produs în benzile ql și q pe doi cromozomi omologi , rezultând un cromozom dicentric Duplicări Dublările sunt notate cu simbolul dup; pot fi directe sau inversate ,XX,dup(I)(q q ) ,XX,dup ( j (pter >q : :q -^qrer) Dublarea directă a segmentului dintre benzile lq și lq ,XY,dup(l)(q q ) ,XY,dup(l)(pter->q ::q ->q ::q ^qter) sau (pter^q ::q ^q ::q ^qter) Dublarea inversată a segmentului dintre benzile lq și lq Trebuie remarcat faptul că doar un sistem detaliat face posibilă descrierea dublării inversate Inversiunile Simbolul ipv este folosit pentru a descrie inversiunile para- și pericentrice ,XX,inv( )(q q ) ,XX,inv( ) (pter->q ::q ->q ::q ->qter) Inversie paracentrică, în care ruperea și reunirea au avut loc în benzile q și q ale brațului lung al cromozomului ,XY,inv( )(pl q ) ,XY,inv( )(pter->pl ::q - "pl ::q ->qter) Inversie pericentrică, în care a avut loc o rupere și reuniune între banda p a brațului scurt și banda q a brațului lung al cromozomului Secțiunea dintre aceste benzi, inclusiv centromerul, este inversată cu ° Inserții Simbolul ins este folosit pentru a indica o inserție directă sau inversată O astfel de inserție este considerată a fi directă, în care capătul proximal al regiunii de inserție este într-o poziție proximală față de cel de-al doilea capăt al său Cu inserția inversată, capătul proximal al regiunii de inserție este în poziție distală Tipul de inserare (directă sau inversată) poate fi reprezentat și prin simbolurile dir și, respectiv, ipv ,XX,in( )(pl q q ) XX,ins( )(pter->pl ;:q ->q ::p! ->q ::q I ->qter) Inserarea directă, de ex dirine( )(pl q q ) a apărut între segmentele q și q ale brațului lung și segmentul p al brațului scurt al cromozomului Segmentul cromozomului brațului lung Ei dintre segmentele q și q este introdus în brațul scurt în regiunea segmentului p În noua poziție, segmentul q rămâne mai aproape de centromer decât segmentul q ,XY,ins( )(pl q q ) ,XY,ins( )(pter->pl ::q ->q ::pl ->q ::q ^qter) În acest caz, secțiunea introdusă este inversată, adică înv ins( )(pl q q ) În insert, segmentul q este mai departe de centromer decât segmentul q Astfel, locația segmentelor în raport cu centromerul s-a schimbat izocromozomi Simbolul i este folosit pentru a descrie izocromozomii, care sunt cromozomi formați din două brațe identice Punctele de întrerupere în izocromozomi sunt localizate în regiunile centromerice p și qlO XX,i( )(qlO) ,XX,i ( ) (qter ->q ::q ->qter) GENETICA DE LABORATOR Izocromozomul de-a lungul brațului lung al cromozomului și punctul de întrerupere sunt marcate în regiunea ql Cariotipul are un cromozom normal și un cromozom rearanjat ,X,i(X)(qlO) ,X,i(X) Un cromozom X normal și un izocromozom X de-a lungul brațului lung Zone fragile Locurile fragile (fra, prescurtat) pot apărea ca polimorfisme normale, dar pot fi asociate cu boli ereditare sau anomalii fenotipice ,X,fra(X)(q ) Regiunea fragilă din subbanda Xq a unuia dintre cromozomii X din cariotipul feminin ,Y,fra(X)(q )' Regiunea fragilă în subbanda Xq a cromozomului X în cariotipul masculin Cromozomi markeri Un cromozom marker (mar) este un cromozom modificat structural, din care nicio parte nu poate fi identificată Dacă se identifică oricare dintre părțile cromozomului anormal, aceasta este descrisă ca un cromozom derivat (der) Când descrieți un cariotip, înaintea simbolului pasului este plasat un semn (+) , XX,+ipag Un cromozom marker suplimentar ,Xt(X; )(pll ;qll )+ mar Doi cromozomi marker în plus față de translocarea t(X: ) Cromozomi inel Cromozomii inel sunt notați cu simbolul g, pot fi formați din unul sau mai mulți cromozomi XX,r( )(p q ) ,XX,r( )(::p ->q ::) Ruperea și reunirea au avut loc în segmentele p și q cu pierderea regiunilor cromozomiale situate distal de aceste puncte de rupere Dacă centromerul cromozomului inel este necunoscut, dar segmentele cromozomilor conținute în inel sunt cunoscute, cromozomii inelului sunt definiți ca derivați (der) ,XX,der(l)r(l; )(p q ;q q ) XX,der(l)(::lp ->lq :: q -* q :;) Translocări Translocații reciproce Pentru a descrie translocațiile (t), se folosesc aceleași principii și reguli ca și pentru descrierea altor rearanjamente cromozomiale Pentru a distinge cromozomii omologi, unul dintre omologi poate fi subliniat cu o singură subliniere ( ) XY,l( ; )(q ;q ) XY,( ( ; )( pteT^ q :: q -> qter; ptem q :: q -> qter) Pauza și reunirea au avut loc în segmentele q și q Cromozomii au schimbat regiuni distale de aceste segmente Cromozomul cu numărul de serie mai mic este indicat mai întâi ,X,t(X: )(q ;ql ) ,X,t(X; )(Xpter->Xq :: ql - qter; pter-> q ::Xq ->Xqter) Pauza și reunirea au avut loc în segmentele Xq și ql Segmentele distale de aceste zone sunt inversate Deoarece cromozomul sexual este implicat în translocare, acesta este înregistrat mai întâi Rețineți că notația corectă este ,X,t(X; ), nu ,XX,t(X; ) ,t(X;Y)(q ;qll ) GENETICA DE LABORATOR ,t(X:Y)(Xpter-*Xq ::Yqll ->Yqter:Ypter->Yqll ::Xq -"Xqter) Translocarea reciprocă între cromozomii X și Y cu punctele de întrerupere Xq și Yqll Translocațiile care implică brațe cromozomiale întregi în ele pot fi scrise cu indicarea punctelor de întrerupere în regiunile centromerice pі și ql O În translocațiile echilibrate, punctul de întrerupere în cromozomul sexual sau în cromozomul cu un număr de serie mai mic este notat pIO ,XY,t(l: )(plO;qlO) ,XY,t(l: )(lpter^lpl ;; ql ^ qter; pter-> pl ::lql ->lqter) Translocarea reciprocă a brațelor întregi ale cromozomului, în care brațele scurte ale cromozomului se unesc cu centromerul brațului lung al cromozomului și brațele lungi ale cromozomului se unesc cu brațele scurte ale cromozomului În translocațiile dezechilibrate ale brațelor cromozomilor întregi, cromozomul rearanjat este desemnat ca un derivat (der) și înlocuiește doi cromozomi normali XX,der(l; )(plO;qlO) ,XX,der(l: )(lpter->lplO:: qlO-> qter) Cromozomul derivat constând din brațul scurt al cromozomului și brațul lung al cromozomului Cromozomii și lipsă nu sunt etichetați deoarece au fost înlocuiți cu un cromozom derivat Cariotipul conține astfel un cromozom normal , un cromozom normal și un cromozom derivat der(l; ) translocații robertsoniene Acesta este un tip special de translocare rezultat din fuziunea centrică a brațelor lungi ale cromozomilor acrocentrici - și - cu pierderea simultană a brațelor scurte ale acestor cromozomi Principiile pentru descrierea translocațiilor dezechilibrate care implică brațe întregi sunt aplicabile și pentru descrierea translocațiilor robertsoniene folosind simbolul (der) Simbolul rob poate fi folosit și pentru a descrie aceste translocații, dar nu poate fi folosit pentru a descrie anomalii dobândite Punctele de rupere ale cromozomilor implicați în translocare sunt indicate în regiunile qlO ,XX der( ; )(qlO;qlO) ,XX,rob( ; )(qlO;qlO) Ruperea și reunirea au avut loc în segmentele ql și ql ale regiunilor centromerice ale cromozomilor și Cromozomul derivat a înlocuit un cromozom și un cromozom Nu este necesar să se indice cromozomii lipsă Cariotipul conține un cromozom normal , un cromozom normal și der ( : ) Dezechilibrul apare din cauza pierderii brațelor scurte ale cromozomilor și BOLI METABOLICE EREDITARICE Bolile metabolice ereditare (HMD) reprezintă o clasă largă de boli ereditare umane, incluzând peste de forme diferite Numărul de noi forme de NBO și chiar de clase este în creștere în fiecare an, numărul publicațiilor legate de posibilitățile de diagnosticare, prevenire și, nu în ultimul rând, de tratare a NBO crește exponențial Formele separate de NBO sunt rare sau extrem de rare, dar frecvența lor totală este destul de mare și se ridică la : - : de născuți vii O trăsătură caracteristică a acestor boli sunt modificările biochimice pronunțate care apar înainte de apariția primelor simptome clinice Conform clasificării biochimice, NBO sunt împărțite în de grupuri, în funcție de tipul căii metabolice deteriorate (aminoacidopatie, capitolul io GENETICA DE LABORATOR Orez - Mecanisme patogenetice de dezvoltare a bolilor metabolice ereditare - încălcări ale transportului substratului A; - încălcări ale transformării substanței B în produs C; - o creștere a concentrației de D asociată cu acumularea de B, - o încălcare a interacțiunii dintre apoenzimă și coenzimă sau altă proteină reglatoare; - scăderea vitezei de reacție a conversiei lui A în B prin mecanismul de feedback (inhibarea de către produsul de reacție) ca urmare a deficienței de C; - inhibarea secundară a conversiei E în F asociată cu acumularea de D tulburări ale metabolismului glucidic etc ) sau în funcție de localizarea acestuia în cadrul unei anumite componente celulare (boli lizozomale, peroxizomale și mitocondriale) (Fig - ) Clasificarea biochimică a NBO este următoarea • Boli de depozitare lizozomiale • Boli mitocondriale • Boli peroxizomale • Tulburări congenitale de glicozilare • Încălcări ale metabolismului creatininei • Tulburări ale metabolismului colesterolului • Încălcări ale sintezei de citokine și alți imunomodulatori • Încălcări ale metabolismului aminoacizilor/acizilor organici, • Încălcări ale mitocondriale ( -oxidare • Încălcări ale schimbului de corpi cetonici • Încălcări ale metabolismului grăsimilor și acizilor grași, lipoproteinelor • Tulburări ale metabolismului carbohidraților și glicogenului • Încălcări ale transportului de glucoză • Încălcări ale schimbului de glicerină • Tulburări ale metabolismului vitaminelor • Tulburări metabolice ale metalelor și anionilor • Tulburări ale metabolismului acidului biliar • Încălcări ale schimbului de neurotransmițători • Tulburări metabolice ale steroizilor și altor hormoni • Tulburări ale metabolismului hemului și porfirinei • Încălcări ale schimbului de purine/pirimidine • Încălcări ale metabolismului bilirubinei Principalele mecanisme ale patogenezei NBO ACUMULARE SUBSTRAT Acumularea substratului reacției enzimatice blocate este unul dintre principalele mecanisme de patogeneză în marea majoritate a NBO (cu GENETICA DE LABORATOR măsurile bolilor sunt date în tabel - ) În primul rând, aceasta se referă la perturbarea reacțiilor catabolice, cum ar fi descompunerea macromoleculelor mari, aminoacizilor, acizilor organici etc Dacă substratul acumulat este excretat cu ușurință din celule și concentrația lui în fluidele biologice este de multe ori mai mare decât nivelul homeostatic, echilibrul acido-bazic se poate modifica (acizi organici în aciduria organică), se poate acumula în diferite țesuturi (i acid homogentisic) în alcaptonurie) În unele cazuri, substratul concurează cu compuși similari în timpul transportului prin bariera hemato-encefalică, ducând la epuizarea lor în creier (aminoacidopatie) Dacă substratul acumulat este slab solubil, se acumulează în interiorul celulei, ceea ce declanșează mecanismele morții apoptotice Una dintre consecințele suplimentare ale acumulării de substrat poate fi activarea căilor metabolice minore, a căror pondere în metabolismul normal este neglijabilă Un astfel de mecanism, de exemplu, stă la baza acumulării de acid fenilpiruvic în fenilcetonurie Tabelul - IBO asociat cu acumularea de produși ai reacției blocate Boală Defect biochimic Substratul acumulat Principalele manifestări clinice Boala Tay-Sachs p-Hexosaminidea A M -gangliozid Modificări neurodegenerative Deficit de ornitin transcarbomilază Ornitin transcarbomilază Ioni de amoniu Encefalopatie acută Fenilcetonurie Fenilalanin hidroxilază Fenilalanină, lactat de fenil, acetat de fenil Întârziere progresivă a dezvoltării psihomotorii Mucopolizaharidoza tip I a-Iduronidază Dermatan și sulfat de heparan Leziuni ale scheletului, țesutului conjunctiv, sistemului nervos Boala Gaucher Glucozidaza Glucocerebrozide Leziuni ale sistemului hematopoietic Tirozinemia tip I Fumarilacetoacetaza Fumarilacetoacetat și maleilacetoacetat Insuficiență hepatică Cistinurie Defect în transportul aminoacizilor în rinichi Cistină Leziuni renale Metaboliții acumulați au o mare valoare diagnostică; în unele cazuri, analiza lor cantitativă sau semi-cantitativă face posibilă determinarea cu precizie a formei bolii Cu acidurie organică și aminoacidopatie, acumularea unor cantități mari de compuși solubili în apă în plasma sanguină și urină le permite să fie determinate rapid cantitativ sau calitativ folosind metode cromatografice de analiză INSUFICIENȚA PRODUSELOR DE REACȚIE Insuficiența produșilor de reacție este al doilea mecanism principal al patogenezei NBO Cauza modificărilor patologice poate fi insuficiența directă a produsului reacției blocate De exemplu, cu un defect al biotinidazei, scindarea biotinei din proteinele dietetice este perturbată, iar manifestările clinice ale bolii sunt asociate cu o lipsă de această vitamină Lipsa produselor de reacție în procesul de ciclu al ureei creează o situație metabolică remarcabilă - unii aminoacizi trec de la neesențiali la esențiali Deci, cu aciduria arginină-succinic, există o încălcare a formării argininei din acid arginina-succinic, ceea ce duce la o deficiență de arginină și ornitină J JW w GENETICA DE LABORATOR În unele cazuri, poate exista o deficiență a unui produs mai îndepărtat în acest lanț metabolic, de exemplu, aldosteron și cortizol, în sindromul adrenogenital (Tabelul - ) Tabelul - NBO asociate cu o lipsă de produse de reacție blocate Boală Defect biochimic Deficit produs Principalele manifestări clinice Deficit de vitamina D Deficit de -hidroxicolecalciferol- -a-hidroxilaza -a, -dihidroxi-colecalciferol Leziune scheletică (rahitism) Boala Hartnup Tulburări neutre ale transportului de aminoacizi Tulburări asemănătoare niacinamidei Pelagra Intoleranță la proteină lizinurică Transport afectat al aminoacizilor dibazici Ornitina Deteriorări ale sistemului nervos din cauza hiperamoniemiei Deficiență de biotină și dasa Biotinidază Biotină Deteriorarea sistemului nervos, a pielii și a anexelor pielii IZOLAREA METABOLICA Într-un grup separat, este necesar să se evidențieze bolile asociate cu izolarea metabolică a produsului de reacție Acesta este principalul mecanism al patogenezei în încălcarea proteinelor purtătoare care nu sunt enzime, dar sunt implicate în reglarea unei anumite reacții biochimice Cascada de evenimente metabolice care este declanșată de aceste boli are consecințe similare pentru organism și celulă Sindromul HHH (un acronim pentru cei trei markeri biochimici majori - Hyperammonetnia, Hyperornitinemia, Homocitrulinemid) este asociat cu transportul afectat al ornitinei Ca urmare, există o lipsă de ornitină în interiorul mitocondriilor, ceea ce duce la acumularea de carbamoil fosfat și amoniu Este aproape imposibil să se evidențieze un singur mecanism principal al patogenezei, deoarece procesele metabolice sunt strâns legate între ele De regulă, se observă o combinație a tuturor mecanismelor descrise și cu fiecare dintre blocurile enzimatice apar modificări semnificative în întreaga rețea metabolică a celulei Diagnosticul de laborator al bolilor metabolice ereditare Diagnosticul diferențial al NBO depinde în întregime de utilizarea unei game neobișnuit de largi de metode biochimice, fizico-chimice și genetice moleculare În cele mai multe cazuri, doar o interpretare combinată a tuturor rezultatelor obținute face posibilă determinarea cu precizie a formei bolii De regulă, strategia generală de diagnosticare a NBO include mai multe etape I - identificarea unei legături defectuoase în calea metabolică prin analiza (cantitativă, semicantitativă sau calitativă) a metaboliților II - detectarea disfuncției proteice prin determinarea cantității și/sau activității acesteia III - clarificarea naturii mutației, i e caracterizarea alelei mutante la nivel de genă O astfel de strategie este utilizată nu numai pentru rezolvarea problemelor legate de studiul mecanismelor moleculare ale patogenezei NBO, identificarea corelațiilor genofenotipice, este necesară, în primul rând, pentru diagnosticarea practică a IBO GENETICA DE LABORATOR Verificarea diagnosticului la nivel de proteină și genă mutantă este necesară atât pentru diagnosticul prenatal, consilierea medicală genetică a familiilor împovărate, cât și în unele cazuri pentru numirea terapiei III adecvate De exemplu, în deficitul de dehidropteridin reductază, fenotipul clinic și nivelurile de fenilalanină nu vor fi distinse de forma clasică de fenilcetonurie (PKU), dar abordările pentru tratamentul acestor boli sunt fundamentale sunt diferite Importanța diferențierii locusului NBO pentru consilierea genetică medicală Ag Ș poate fi ilustrată prin exemplul mucopolizaharidei-doză de tip II (boala Hunter) Conform spectrului de glicozaminoglicani excretați, este imposibil să se distingă mucopolizaharidozele de tipurile I, II și VII, dar dintre aceste boli, numai boala Hunter este moștenită în funcție de tipul recesiv legat de X, care este de o importanță fundamentală pentru prognosticul urmași într-o familie cu o istorie împovărată În ceea ce privește diagnosticul prenatal, având date despre forma mucopolizaharidozei (acest lucru poate fi stabilit numai prin examinarea activității enzimelor), este posibil să se efectueze diagnosticul prenatal deja în săptămâna - de sarcină, dacă forma nu este specificată , apoi abia la a -a săptămână Prioritatea metodelor genetice moleculare este necondiționată în stabilirea transportului heterozigot, precum și în diagnosticul prenatal al bolilor în care enzima mutantă nu este exprimată în celulele vilozităților coriale, de exemplu, în PKU, unele glicogenoze și defecte în β-oxidarea mitocondrială IDENTIFICAREA VERIGĂRII DEFECTUATE A CALEI METABOLICE Analiza metaboliților este cel mai important pas în diagnosticul multor boli din clasa NBO (Tabelul - ) În primul rând, aceasta se referă la încălcări ale metabolismului interstițial al aminoacizilor și acizilor organici În majoritatea acestor boli, determinarea cantitativă a metaboliților din fluidele biologice permite un diagnostic precis În aceste scopuri se folosesc metode de analiză chimică calitativă, metode spectrofotometrice pentru evaluarea cantitativă a compușilor, precum și diferite tipuri de cromatografie (strat subțire, lichid de înaltă performanță, gaz, spectrometrie de masă în tandem) Materialul biologic pentru aceste studii este de obicei probe de plasmă sanguină sau ser și urină Cu astfel de NBO ca tulburări ale metabolismului energetic, metabolismul carbohidraților și aminoacizilor, analiza compușilor comuni multor căi metabolice (metaboliți cheie) permite diagnosticarea diferențială a bolilor și planificarea tacticilor de examinare ulterioară Pentru multe grupuri de NBO, se utilizează analiza semicantitativă pentru a determina concentrația metaboliților Uneori, o analiză calitativă este prima etapă a unei căutări de diagnostic și face posibilă suspectarea unei anumite forme nosologice a unei boli sau a unui grup de boli cu mare fiabilitate Tabelul - Metode de analiză a metaboliților utilizați în diagnosticul NBO Clasa NBO Metaboliți detectați Metode de analiză Aminoacidopatie Aminoacizi, pteridine Analizor de aminoacizi, HPLC, HPLC-MS/MS Boli mitocondriale Lactat, piruvat, -hidroxibutirat, acetoacetat HPLC, metode spectrofotometrice Acidurie organică Acizi organici, acilcarnitine GC, CMS, HPLC MS/MS, HPLC-MS/ms Boli ale metabolismului purinelor și pirimidinelor Purine, pirimidine, acid uric HPLC HPLC-MS/MS Boli ale metabolismului carbonului Mono- și dizaharide HPLC, HPLC-MS/MS GENETICA DE LABORATOR Sfârșitul mesei - Clasa NBO Metaboliți detectați Metode de analiză Boli lizozomale Oligozaharide, glicozaminoglicani HPLC, HPLC-MS/MS, electroforeză Tulburări mitocondriale [ -oxidare] Carnitina și esterii săi, acizi dicarboxilici ramificati și neramificati de la până la C) GC, CMS, MS/MS, HPLC-MS/MS Boli peroxizomale OTCFA, acid fitanic, acizi biliari, plasmalogeni, acid pipecolic GC, CMS, HPLC, MS/MS HPLC-MS/ms Boli ale metabolismului metalelor Ioni metalici, sulfați HPLC Boli moștenite de transport al metaboliților Acizi sialici, cloruri HPLC, HPLC-MS/MS Boli ereditare ale tractului gastrointestinal Mono- și dizaharide HPLC, HPLC-MS/MS Boli ale metabolismului colesterolului Colesterolul și derivații săi, triacilgliceride GC, CMS Boli ale metabolismului neurotransmitatorilor Catecolamine, aminoacizi HPLC HPLC-MS/MS Boli ale metabolismului hemului și porfirinei Porfirine HPLC, HPLC-MS/MS Endocrinopatii ereditare Hormoni steroizi HPLC, HPLC-MS/MS TESTE DE URINĂ CALITATIVE ȘI SEMI-CANTITATIVE Deoarece multe NBO acumulează substraturile reacției enzimatice blocate sau derivații acestora, concentrațiile excesive ale acestor metaboliți pot fi detectate folosind teste chimice calitative Aceste teste sunt sensibile, ușor de utilizat, cu costuri reduse și nu dau rezultate fals negative, iar informațiile obținute în urma utilizării lor fac posibilă suspectarea NBO la un pacient cu grad mare de probabilitate Trebuie avut în vedere faptul că rezultatele acestor teste sunt influențate de medicamente, suplimente nutritive și metaboliții acestora Testele de analiză calitativă sunt utilizate în programele de screening selectiv Teste calitative Culoare si miros: leucinoza, tirozinemia, acidemia izovalerica, PKU, alcaptonurie, cistinurie, acidurie -hidroxi- -metilglutarica Testul Benedict (galactozemie, intoleranță congenitală la fructoză, alcaptonurie) De asemenea, pozitiv pentru sindromul Fanconi, diabet zaharat, deficit de lactază, antibiotice Testul cu clorură ferică (PKU, leucinoză, hiperglicinemie, alcaptonurie, tirozinemie, histidinemie) De asemenea, pozitiv pentru ciroză hepatică, pleocromocitom, hiperbilirubinemie, acidoză lactică, cetoacidoză, melanom Testul dinitrofenilhidrazină (DNPH) (PKU, leucinoză, hiperglicinemie, alcaptonurie) De asemenea, pozitiv pentru glicogenoză, acidoză lactică testul p-nitroanilinei: acidurie metilmalonica Testul sulfitului: lipsa cofactorului de molibden Testul acidului homogentisic: alcaptonurie Test cu nitrosonaftol: tirozinemia De asemenea, pozitiv în fructozemie și galactozemie Teste semicantitative Testul cu cianuri de nitroprusiat: homocistinurie, cistinurie Testul CPC: mucopolizaharidoze (Fig - ) GENETICA DE LABORATOR Orez - Electroforeza unidimensională a glicozaminoglicanilor excretați (GAG) în mucopolizaharidoze METABOLIȚI CHEIE Pentru multe grupuri de NBO, un pas important în diagnosticul diferenţial de laborator este măsurarea concentraţiei anumitor metaboliţi în diverse fluide biologice (sânge, plasmă, lichid cefalorahidian şi urină) Acești compuși includ glucoză, acid lactic (lactat), acid piruvic (piruvat), amoniu, corpi cetonici ( -hidroxibutirat și acetoacetat) și acid uric Concentrația acestor compuși se modifică în multe NBO, iar evaluarea lor cuprinzătoare permite dezvoltarea de algoritmi pentru diagnosticarea ulterioară de laborator lactat și piruvat Concentrațiile de lactat, piruvat și corpi cetonici sunt cei mai importanți indicatori ai tulburărilor metabolismului energetic Sunt cunoscute aproximativ de forme nosologice de NBO, în care există o creștere a nivelului de lactat din sânge (acidoză lactatică) (Tabelul - ) Acidoza lactică este o afecțiune în care nivelul acidului lactic depășește , mM Acidoza lactică primară poate fi asociată cu un deficit de piruvat dehidrogenază (complex de piruvat dehidrogenază), tulburări ale lanțului respirator mitocondrial (majoritatea mare a formelor), gluconeogeneză și metabolismul glicogenului Acidoza lactică secundară se observă în unele acidurie organică, tulburări ale [ -oxidării mitocondriale, defecte ale ciclului ureei Concentrația acestor metaboliți depinde în mare măsură de starea fiziologică (înainte sau după o încărcătură nutritivă), iar nivelul de lactat este influențat și de efort și chiar de stresul asociat procedurii de prelevare de sânge, în special la copiii mici Toate acestea trebuie luate în considerare la interpretarea datelor biochimice GENETICA DE LABORATOR Tabelul - Acidoza lactică în bolile metabolice ereditare Relația cu încărcătura alimentară Raportul lactat/piruvat Diagnostic Numai după o încărcătură alimentară Nediagnostic Glicogenoză tip III Hipocogenoza tip Raport normal lactat/piruvat Raport mare lactat/piruvat Raportul -OH-butirat/acegoacetat este normal Hipercetonemie paradoxală Raport mare lactat/piruvat Raportul -OH-butirat/acetoacetat este crescut Hipercetonemie paradoxală Tulburări ale metabolismului piruvatului Deficit de piruvat carboxilază, deficit de biotinidază defect de a-cetoglutarat dehidrogenază Defecte ale lanțului respirator mitocondrial Numai după post Nu este diagnosticat Glicogenoză tip I Deficit de fructoză- , -bisfosfatază Nediagnostic Defecte în mitocondrial [ -oxidare Deficit de fructoză- , -bisfosfatază Posibil înainte și după încărcarea alimentelor Nu este diagnosticat Acidurie organică Deficit de fructoză- , -bisfosfatază Nu sunt diagnosticate defectele ciclului ureei Tipurile de glicogenoză Іа, Ів nu este diagnostică Deficit de fructoză- , -bisfosfatază Raportul lactat/piruvat are o valoare diagnostică ridicată Defecte ale lanțului respirator mitocondrial, tulburări ale metabolismului piruvatului Raportul lactat/piruvat din sânge este un criteriu important de diagnostic diferenţial (Fig - ) Biochimic, acest raport reflectă raportul dintre forma redusă și cea oxidată a dinucleotidelor de nicotinamidă (NAD / NADH) din citoplasmă - așa-numita stare oxidativă a citoplasmei -OH-butirat/I -OH-butirat/ acetoacetat( ) IYVYYYZH Defecte ; lanțul respirator mitocondrial Orez - Diagnostic diferențial în NBO însoțit de acidoză lactică GENETICA DE LABORATOR Corpii cetonici Corpii cetonici se formează în ficat, sursa lor principală este [ -oxidarea acizilor grași Ele sunt apoi transferate în diferite țesuturi ale corpului Raportul dintre corpi cetonici -hidroxibutirat/acetoacetat reflectă starea redox a mitocondriilor, deoarece raportul lor este asociat exclusiv cu pool-ul mitocondrial de NAD și NADH -hidroxibutiratul plasmatic este relativ stabil, spre deosebire de acetoacetat, care este rapid degradat Multe defecte ale [ -oxidării] mitocondriale sunt caracterizate prin niveluri scăzute de corpi cetonici chiar și după post prelungit, care este asociat cu epuizarea producției de acetil-CoA, care este principalul precursor al corpiilor cetonici În bolile mitocondriale asociate cu defecte ale lanțului respirator mitocondrial, se observă hipercetonemia paradoxală - nivelul corpilor cetonici după o încărcătură alimentară crește semnificativ (în mod normal, se observă o creștere a concentrației corpilor cetonici după foame prelungită) Amoniu În NBO, procedând în funcție de tipul de decompensare metabolică acută, este important să se determine nivelul de amoniu din sânge O creștere semnificativă a amoniului din sânge se observă cu NBO, din cauza tulburărilor ciclului ureei și a metabolismului acizilor organici În aceste boli, concentrația de amoniu crește de la la µM Hiperamoniemia nu este doar un semn important de diagnostic diferențial, ci necesită și măsuri terapeutice urgente, deoarece duce rapid la leziuni grave ale creierului Algoritmul pentru diagnosticul diferenţial al hiperamoniemiei este prezentat în fig - Este important să se diferențieze această afecțiune de hiperamoniemia tranzitorie neonatală, care apare la nou-născuții prematuri cu indici mari de creștere și masă și simptome clinice de afectare pulmonară Nivelul de amoniu în această stare nu depășește μM Concentrația de amoniu din sânge poate crește odată cu afectarea severă a ficatului Valori normale ale concentrației de amoniu în sânge: în perioada neonatală - mai puțin de J μM, la copiii mai mari - mai puțin de μM Glucoză O scădere a nivelului de glucoză din sânge poate fi observată la un număr de NBO În primul rând, acest lucru se aplică tulburărilor metabolismului glicogenului și defectelor mitocondriale [ -oxidării, în care hipoglicemia poate fi singura modificare biochimică detectată în testele standard de laborator Răspunsul fiziologic la scăderea nivelului de glucoză din sânge este abolirea eliberării insulinei, producerea de glucagon și alți hormoni de reglare Aceasta duce la formarea glucozei din glicogen în ficat și la conversia proteinelor în glucoză în lanțul de gluconeogeneză Lipoliza este, de asemenea, activată, ceea ce duce la formarea de glicerol și acizi grași liberi Acizii grași sunt transportați în mitocondriile ficatului, unde sunt [ -oxidați și se formează corpi cetonici, iar glicerolul este transformat în glucoză în lanțul gluconeogenezei Copiii au o nevoie mult mai mare de glucoză decât adulții Ei cred că are de-a face cu asta că raportul dintre creier și dimensiunea corpului este mai mare la copii, iar creierul este principalul consumator de glucoză În plus, creierul GENETICA DE LABORATOR Orez - Diagnosticul diferențial al NBO însoțit de hiperamoniemie un adult este mai adaptat să folosească corpii cetonici ca sursă de energie decât creierul unui copil Din aceste motive, copiii sunt mai sensibili la afecțiunile hipoglicemice decât adulții În tulburările metabolismului glicogenului, hipoglicemia este asociată cu incapacitatea de a forma glucoză din glicogen, deci este mai pronunțată în perioadele de post prelungit Majoritatea bolilor din grupa defectelor de β-oxidare mitocondrială sunt, de asemenea, însoțite de o scădere a nivelului de glucoză Acest grup de boli este una dintre cele mai comune NBO Cauza hipoglicemiei este asociată cu incapacitatea de a utiliza grăsimile stocate în perioada de post și epuizarea glicogenului stocat, care devine singura sursă de glucoză și, în consecință, de energie metabolică Hipoglicemia cu defecte în [ -oxidarea mitocondrială, spre deosebire de glicogenoze, nu este însoțită de hipercetonemie Hipoglicemia poate apărea și în galactozemie de tip I, intoleranță ereditară la fructoză, deficit de fructoză- , -bisfosfatază GENETICA DE LABORATOR acidoza metabolica Acidoza metabolică este una dintre complicațiile frecvente în bolile infecțioase, hipoxie severă, deshidratare și intoxicație, NBO, care se manifestă în copilăria timpurie, este adesea însoțită de acidoză metabolică cu deficit de bază Cel mai important criteriu în diagnosticul diferențial al acidozei metabolice este nivelul corpilor cetonici din sânge și urină, precum și concentrația de glucoză Dacă acidoza metabolică este însoțită de cetonurie, aceasta indică o încălcare a metabolismului piruvatului, aminoacizilor ramificati, tulburări ale metabolismului glicogenului Defectele mitocondriale [ -oxidare, cetogeneză și unele tulburări ale gluconeogenezei nu sunt însoțite de o creștere a nivelului de corp cetonic din sânge și urină Pe fig - prezintă unul dintre algoritmii de diagnostic diferenţial care ajută la diagnosticarea de laborator a grupurilor NBO însoţite de acidoză metabolică Cel mai frecvent NBO apare cu acidoză metabolică severă - acidemii propionice, metil pmlonice si izovalerice Tulburările metabolismului piruvatului și ale lanțului respirator mitocondrial, care se manifestă la o vârstă fragedă, duc de obicei la acidoză metabolică severă Acid uric Acidul uric este produsul final al metabolismului purinelor Bazele purinice - adenina, guanina, hipoxantina si xantina - sunt oxidate la acid uric Acidul uric este sintetizat în principal în ficat, în fluxul sanguin nu este legat de proteine, prin urmare, aproape tot este filtrat în Orez - Diagnosticul diferențial al NBO însoțit de acidoză metabolică BDCM, boli ale lanțului respirator mitocondrial; AGS - sindrom adrenogenital JL GENETICA DE LABORATOR rinichi O creștere a concentrației de acid uric în urină este strict corelată cu o creștere a nivelului său în plasma sanguină Creșterea producției și excreției de acid uric (hiperuricemie și hiperuricozurie) rezultă din hiperactivitate (unica printre NBO) sau deficiență a enzimelor implicate în sinteza de novo a purinelor, economisind căile metabolice ale acestora sau datorită formării afectate de inozin monofosfat din adenozin monofosfat în ciclul nucleotidelor purinice (Tabelul - ) Hiperuricemia secundară se observă și în intoleranța ereditară la fructoză, deficitul de fructoză- , -defosfatază, glicogenozele de tip I, III, V și VII și insuficiența acizilor grași acetil-CoA-dehidro-enază cu lanț mediu Tabelul - NBO însoțite de o creștere a acidului uric Mecanisme care conduc la creșterea producției de acid uric Deficienta enzimei duce la acumularea de guanina si hipoxantina, care sunt metabolizate in acid uric sindrom Lesch-Nayan (deficit complet al enzimei hipoxantin-guanina-fosforiboziltransferaza) Sindromul Kelly-Sigmieler (deficit parțial al enzimei hipoxantin-guanină-fosforiboziltransferaza) Încălcarea formării de inozin monofosfat din adenozin monofosfat, care este însoțită de descompunerea ATP și hiperproducția de deficiență de mioadenilat deaminază UA O creștere a concentrației de -fosforibozil- -pirofosfat în calea de sinteză de novo a purinei, ceea ce duce la hiperproducția de UA Hiperactivitatea enzimei -fosforibozil- -pirofosfat sintetazei ANALIZA METABOLIȚILOR FOLOSIND METODE CANTITATIVE SPECIALE Metodele cromatografice de analiză joacă un rol important în diagnosticul NBO Arsenalul modern de tehnologii cromatografice este extrem de larg, ceea ce face posibilă separarea eficientă și informativă a amestecurilor complexe, multicomponente, care includ material biologic Pentru analiza cantitativă a metaboliților din NBO se folosesc cu succes metode cromatografice precum cromatografia de gaz și lichid de înaltă performanță, cromatografia-spectrometria de masă (GC, HPLC, CMS) GC și HPLC sunt cele mai versatile metode de separare a amestecurilor complexe de compuși, caracterizate prin sensibilitate și reproductibilitate ridicate În ambele cazuri, separarea se realizează ca rezultat al interacțiunii diferite a componentelor amestecului cu fazele staționare și mobile ale coloanei cromatografice Pentru GC faza mobilă este gazul purtător, pentru HPLC este lichidul (eluentul) Ieșirea fiecărui compus este înregistrată de detectorul dispozitivului, al cărui semnal este convertit în vârfuri pe cromatogramă Fiecare vârf este caracterizat de timp de retenție și zonă Trebuie remarcat faptul că, de regulă, GC se efectuează la un regim de temperatură ridicată; prin urmare, aplicarea sa este limitată de instabilitatea termică a compușilor Pentru HPLC, nu există astfel de restricții, deoarece în acest caz analiza este efectuată în condiții blânde CMS este un sistem combinat GC sau HPLC cu un detector selectiv de masă, care face posibilă obținerea de informații nu numai cantitative, ci și calitative, de exemplu în plus, se determină structura compuşilor din amestecul analizat GENETICA DE LABORATOR acizi organici În genetica biochimică, termenul "acizi organici" se referă la acizi carboxilici mici (greutate moleculară - mai mică de kDa), solubili în apă, care sunt produse intermediare sau finali ale metabolismului aminoacizilor, carbohidraților, lipidelor și aminelor biogene Pentru determinarea acizilor organici sunt utilizate o varietate de metode cromatografice: cromatografie lichidă de înaltă performanță, cromatografie-spectrometrie de masă și HPLC urmată de spectrometrie de masă în tandem (HPLC-MS/MS) Peste de acizi organici diferiți și conjugați de glicină pot fi găsite într-o probă de urină Concentrația lor depinde de dietă, medicamente și alte motive fiziologice Sunt cunoscute aproximativ de NBO, care se caracterizează printr-un profil specific de acizi organici O cantitate relativ mică de acizi organici sunt foarte specifici, prezența lor în concentrații mari în urină vă permite să stabiliți cu exactitate diagnosticul: succinilacetonă în tirozinemia de tip I, N-acetilaspartat în boala Canavan, acid mevalonic în aciduria mevalonic În marea majoritate a cazurilor, diagnosticul de NBO bazat numai pe analiza acizilor organici din urină este destul de dificil de stabilit, prin urmare, este necesar un diagnostic suplimentar, de confirmare Interpretarea rezultatelor analizei acizilor organici din urină prezintă anumite probleme, atât din cauza numărului mare de acizi excretați și a derivaților acestora, cât și din cauza profilurilor suprapuse ale unor metaboliți ai medicamentelor Pentru un diagnostic precis, datele obținute din analiza acizilor organici trebuie să se coreleze cu caracteristicile clinice ale bolii și să fie confirmate de rezultatele altor metode de analiză de laborator (analiza aminoacizilor, lactatului, piruvatului, acilcarnitinelor din sânge, activității enzimatice și date genetice moleculare) Concentrația de acizi organici în NBO se caracterizează printr-o gamă destul de largă - de la o creștere a nivelului lor de câteva sute de ori până la un exces ușor, aproape de normal De exemplu, în aciduria glutaric de tip I, nivelurile de acid glutaric pot fi normale la unii pacienți; în caz de insuficiență a acetil-CoA dehidrogenazei cu lanț mediu a acizilor grași, concentrația acizilor adipic, sebacic și suberic poate fi în limitele normale Uneori este posibil să se detecteze un profil anormal al acizilor organici în urină numai la pacienții aflați în stadiul de decompensare metabolică Acest lucru este valabil mai ales pentru formele benigne, ușoare de boli, care, de regulă, se manifestă târziu Aminoacizi și acilcarnitine Determinarea concentrației de aminoacizi și acilcarnitine se realizează prin spectrometrie de masă în tandem (Tabelul - ) Spectrometria de masă este o metodă analitică care poate fi utilizată pentru a obține atât informații calitative (structură), cât și cantitative (greutate moleculară sau concentrație) ale moleculelor analizate după ce acestea au fost transformate în ioni Diferența esențială dintre spectrometria de masă și alte metode analitice fizico-chimice este că spectrometrul de masă determină direct masa moleculelor și fragmentele acestora Rezultatele sunt prezentate grafic (așa-numitul spectru de masă) Uneori nu este posibil să se analizeze amestecuri complexe, multicomponente de molecule fără a le separa mai întâi Moleculele pot fi separate fie cromatografic, fie pot fi utilizate două spectrometre de masă conectate în serie - tandem GENETICA DE LABORATOR Tabelul - NBO, însoțită de o modificare a concentrației de aminoacizi individuali și acil-carnitine, care poate fi determinată prin spectrometrie de masă în tandem Boală Modificarea concentrației metaboliților Boala siropului de arțar (leucinoză Leucină T, valină T Citrulinemie tip I, citrulinemie neonatală Citruline T Acidurie arginină succinică (ASA)/deficit de argininosuccinat liază Citrulină T Deficitul de ornitin transcarbamilază Citrulină - Deficiența carbamil fosfat sintază Citrulina i Deficitul de M-acetilglutamat sintetaza Citrulina T Hiperglicinemie noncetonică Glicina Î Tirozinemia tip I Tirozina O Tirozinemia tip II Tirozina O Homocistinurie/deficit de cistationin-β-sintetază Metionina T Fenilcetonurie Fenilalanina TT Argininemie/deficit de arginază Arginine O Acidemie propionică (deficit de propionil-CoA carboxilază) CRT Acidemie metilmalonica C î (C DC Î) Acidemie izovalerica (deficit de izovaleril-CoA dehidrogenază) C T Deficit de -metilbutiril-CoA dehidrogenază CbT Deficit de izobutiril-CoA dehidrogenază C O Acidemie glutaric tip I (deficit de glutaril-CoA dehidrogenază) C DC T Deficit de -metilcrotonil-CoA-carboxilază C OH T Deficit de carboxilază multiplă С Н ТЗЗ О Deficitul de biotinidază C OH O Acidemie malonică (deficit de malonil-CoA decarboxilază) C DC Deficit mitocondrial de acetoacetil-CoA tiolază : ÎC H T Deficit de -metil- -hidroxibutiril-CoA-dehidrogenază C : ÎC OH Î Deficiența -hidroxi- -metilglutaril-CoA-liazei C H ÎC DC Î Deficit de -metilglutaconil-coA-hidratază C DC О Deficit de acetil-CoA dehidrogenază de ochelari cu celule medii G ÎC TSIO TS : T Deficiența acetil-CoA dehidrogenazei cu lanț foarte lung C TC : TC : : T Deficiență de acetil-CoA dehidrogenază C O cu lanț scurt Deficiență de -hidroxiacil-CoA dehidrogenază cu lanț lung (defect de proteină trifuncțională) C H TC H TC : H T C : H T Acidemie glutaric de tip II (deficit de glutaril-CoA dehidrogenază tip II), deficit multiplu de acetil-CoA dehidrogenaze C TC TC TCETSYUT C TC TC TC T Încălcarea transportului carnitinei CO și scăderea acilcarnitinelor Deficit de carnitin palmitoiltransferaza tip I CO TC TC : PS : i Deficit de carnitina palmitoiltransferaza tip II CO J-C TC : TC : T Deficit de carnitină/acilcarnitin translocază CO J -C TC : TC T Deficit de , -dienoil-CoA reductază C : T Deficiența -cetoacil-CoA tiolazei cu lanț mediu C DC ÎC DC T GENETICA DE LABORATOR spectrometrie de masa Spectrometria de masă în tandem (MS/MS) a fost utilizată pentru prima dată în anii al secolului trecut și și-a găsit aplicație în chimie, biologie și medicină Această metodă este utilizată pentru a elucida structura substanțelor necunoscute, precum și pentru a analiza amestecuri complexe cu o purificare minimă a probei Înainte de analiza spectrometrică de masă, este necesar să se transforme particulele neutre ale unei substanțe în ioni încărcați, precum și să le transfere dintr-o stare lichidă în stare gazoasă În acest scop, la început a fost utilizată metoda de ionizare prin bombardament rapid cu atomi, mai recent s-a preferat metoda ionizării în electrospray Odată cu apariția noilor metode de ionizare, utilizarea MS/MS în domeniul biochimiei analitice a devenit mai accesibilă Prima analiză a acilcarnitinelor prin MS/MS a fost efectuată de David Millington și colab , care au folosit cerivatizarea chimică a probelor biologice pentru a forma esteri butilici ai acilcarnitinelor În , Donald Chase et al a adaptat această metodă pentru analiza aminoacizilor din petele de sânge uscat, formând astfel baza pentru screeningul mai multor componente în NBO De atunci, metoda a fost adaptată la testele pe scară largă necesare pentru screening-ul neonatal Analiza MS/MS este cea mai eficientă pentru compușii care au ioni fiice similari sau molecule neutre, cum ar fi aminoacizii și acilcarnitinele De asemenea, este necesar să se sublinieze posibilitatea analizei MS/MS a diferitelor grupe chimice într-o singură analiză într-un timp foarte scurt (~ min) Aceasta oferă o gamă largă de teste și un randament ridicat, ceea ce este rentabil pentru screeningul pentru un număr mare de boli Pe baza creșterii concentrației anumitor acilcarnitine, se pot suspecta boli din grupul tulburărilor de β-oxidare mitocondrială prin modificarea profilului aminoacizilor - aminoacidopatie Este important de reținut că, atunci când sunt identificate anomalii, trebuie efectuate întotdeauna diagnostice de confirmare, cum ar fi analiza acidului organic al urinei folosind GC/MS, diagnosticare moleculară, diagnosticare enzimatică sau cultura de fibroblaste cutanate, Folosind MS/MS, este posibil să se detecteze metaboliți străini ai acizilor biliari care apar în tulburările metabolismului colesterolului și lipidelor, acizilor biliari, precum și în defecte ale biogenezei peroxizomilor În diferite afecțiuni hepatobiliare colestatice (boală hepatică cronică de etiologie necunoscută, sindrom Zellweger, deficit de proteină bifuncțională peroxizomală, tirozinemie de tip I, atrezie biliară, colestază intrahepatică familială progresivă de tip nedeterminat), SM/SM poate determina concentrația acizilor biliari conjugați în diverse fluide biologice Metode de determinare a acizilor grași cu lanț foarte lung: eicosanoic (C : ), docosanoic (C ; ), tetracosanoic (C : ), hexacosanoic (C : ), precum și acizii fitanic și pristanic - folosind MS Sunt descrise /MS în plasmă și pete de sânge, potențial utile pentru screening-ul pentru multe boli peroxizomale Diagnosticul tulburărilor metabolismului purinelor și pirimidinelor (deficit de purin nucleozid fosforilază, orpitin transcarbamilază, cofactor de molibden, adenilosuccinază, dehidropirimidin dehidrogenază) se bazează pe prezența metaboliților anormali sau absența metaboliților normali în sânge, urină sau celule sanguine Astfel, au fost dezvoltate metode rapide ESI-MS/MS care permit determinarea cantitativă a până la de purine și pirimidine în urină într-o singură analiză MS/MS poate fi folosit și pentru a studia alte clase de metaboliți De exemplu, o nouă metodă ESI-MS/MS pentru măsurarea hexului total GENETICA DE LABORATOR sosmonofosfat în petele de sânge, un marker de galactoză- -fosfat care poate fi utilizat în screening-ul galactozemiei Determinarea catecolaminelor în urină este importantă pentru diagnosticarea tulburărilor metabolismului catecolaminelor și neurotransmițătorilor Dezavantajele semnificative ale metodelor existente sunt timpul lung de analiză și posibila interferență a medicamentelor și a metaboliților acestora similari structural cu catecolaminele Metodele HPLC-ESI-MS/MS în combinație cu prepararea probelor specifice compușilor care conțin grupe catecol permite diagnosticarea rapidă a acestui grup de boli, eliminând deficiențele metodelor HPLC Cercetarea proteinelor Marea majoritate a NBO sunt cauzate de afectarea activității enzimatice, prin urmare, în diagnosticul acestor boli, detectarea unei scăderi a activității enzimelor specifice este cea mai importantă și, uneori, singura metodă de încredere pentru confirmarea diagnosticului DETERMINAREA ACTIVITĂȚII ENZIMELOR În prezent, diagnosticarea post- și prenatală a multor NBO (în primul rând, aceasta se aplică bolilor de stocare lizozomale) se realizează folosind metode de analiză a activității enzimatice Materialul pentru măsurarea activității enzimelor din NBO este în primul rând leucocitele din sângele periferic: în aproape toate bolile de stocare lizozomală (LSD), aciduria metilmalonică și unele glicogenoze Plasma sanguină sau serul este utilizat pentru a diagnostica gangliozidozele GM și deficitul de biotinidază În unele cazuri, obiectele de studiu sunt țesutul muscular sau hepatic, cultura fibroblastelor cutanate Substraturile pentru enzime pot fi cromogene, fluorogene, conțin o etichetă radioactivă Pentru măsurarea activității enzimelor se folosesc metode spectrofotometrice, fluorimetrice și de măsurare a radioactivității Principiul general al utilizării substraturilor fluorogene este că substratul este un derivat chimic al fluorocromului care este incapabil de fluorescență în starea inițială, dar sub acțiunea moleculelor enzimelor corespunzătoare, substratul este scindat catalitic pentru a elibera fluorocrom, a căror fluorescență poate fi măsurată Metodele spectrofotometrice fac posibilă măsurarea absorbției produselor de reacție enzimatică obținute după introducerea substraturilor cromogene Pentru multe enzime (de exemplu, dehidrogenaze), produșii de reacție rezultați pot fi cromogeni (NAD * H, FAD / H) Există destul de multe substraturi fluorogene pentru studiul diferitelor enzime: esteraze cu specificitate diferită, peroxidaze peptidaze, fosfataze, sulfataze, lipaze etc Substraturile marcate radioactiv sunt utilizate în diagnosticul aciduriei organice, a defectelor de β-oxidare mitocondrială, a tulburărilor metabolismului carbohidraților și a bolilor de stocare lizozomală Fiecare reacție enzimatică necesită anumite condiții: pH și compoziția amestecului tampon, substrat(i) specific(i), prezența activatorilor și cofactorilor, temperatură etc Aproape fiecare celulă conține propriul său set de enzime, astfel încât distribuția lor în țesuturi variază semnificativ Multe enzime sunt prezente în țesuturi sub diferite forme (izoenzime) În cele mai multe cazuri, acest lucru se datorează prezenței subunităților polipeptidice, care, atunci când sunt combinate, formează izoenzime diferite Distribuția izoenzimelor poate varia de la țesut la țesut Unele enzime se găsesc doar într-un anumit organ sau țesut GENETICA DE LABORATOR Bolile de depozitare lizozomiale Determinarea activității enzimatice este "standardul de aur" pentru diagnosticul de confirmare a LSD Substraturile cromogene și fluorogene sunt utilizate pentru a analiza activitatea enzimatică Substraturile fluorogene pe bază de -metilumberifelonă sunt întotdeauna foarte sensibile; cu ajutorul lor, se poate determina activitatea enzimelor chiar și în microcantități de material biologic (pete de sânge uscat) De regulă, activitatea enzimelor la pacienții cu LSD este mai mică de % din normă, iar testarea biochimică face un diagnostic precis, fără dificultăți semnificative Există o serie de factori care fac dificilă interpretarea studiilor biochimice Una dintre ele este prezența alelelor de "pseudo-deficiență", care duc la modificări ale structurii enzimei și nu permit proteinei să scindeze în mod adecvat substratul artificial in vitro, în timp ce această enzimă nu prezintă o scădere a activității cu un substrat natural Acest fenomen a fost descris pentru arilsulfataza A, [ -galactozidază, p-glucuronidază, a-iduronidază, a-galactozidază, galactocerebrozidază Cercetări asupra genelor mutante Dezvoltarea metodelor de biologie moleculară a reprezentat o adevărată revoluție în domeniul biochimiei clinice Dezvoltarea protocoalelor standard pentru studii moleculare și automatizarea metodelor utilizate astăzi reprezintă un set complet de abordări diagnostice care poate deveni o procedură de rutină în laboratoarele clinice Dezvoltarea rapidă a cercetării în domeniul descifrării genomului uman și al determinării secvenței ADN a genelor face posibilă diagnosticarea ADN a diferitelor boli ereditare În ultimul deceniu au fost utilizate metode de diagnosticare a ADN-ului, analiza structurii genelor normale și a analogilor mutanți ai acestora în bolile metabolice ereditare Pentru diagnosticul ADN al bolilor ereditare, sunt utilizate două abordări principale - diagnosticul ADN direct și indirect Diagnosticul ADN direct este un studiu al structurii primare a unei gene deteriorate și izolarea mutațiilor care duc la o boală Pentru a detecta daune moleculare în genele care cauzează boli ereditare, utilizați arsenalul standard al metodelor de biologie moleculară În funcție de caracteristicile și tipurile de mutații, prevalența în diferite boli ereditare, anumite metode sunt mai de preferat Pentru diagnosticarea NBO în cazurile în care defectul biochimic este cunoscut cu precizie, acesta este ușor și sigur determinat folosind metode biochimice Este puțin probabil ca metodele ADN să aibă prioritate În aceste cazuri, utilizarea analizei ADN este mai mult o cercetare decât o abordare de diagnostic După un diagnostic precis stabilit, metodele de analiză a ADN-ului vor fi utile pentru diagnosticul prenatal ulterior, identificarea purtătorilor heterozigoți în familie și prognosticul bolii la homozigoți, precum și pentru selectarea pacienților pentru terapie ocazională în viitor (înlocuire enzimatică și terapia genică) De asemenea, în cazurile în care defectul biochimic nu este cunoscut cu exactitate, diagnosticul biochimic este dificil, insuficient de fiabil sau necesită metode de cercetare invazive, metoda diagnosticului ADN este singura și indispensabilă pentru un diagnostic precis În general, tactica de diagnosticare a NBO în fiecare caz specific ar trebui să fie planificată împreună cu un biochimist și un genetician Condițiile necesare pentru un diagnostic de succes și rapid sunt înțelegerea GENETICA DE LABORATOR etiologia, mecanismele de patogeneză a bolii, cunoașterea markerilor biochimici specifici Controlul calității în laborator Una dintre cele mai importante componente ale oricărui diagnostic de laborator este controlul constant al calității cercetării Într-un domeniu atât de complex și cu mai multe fațete precum bolile metabolice ereditare, controlul extern și intern al calității este de o importanță deosebită Acest lucru se datorează faptului că laboratorul se ocupă de boli rare și de regulă, nu este posibil să câștigi experiență în diagnosticarea fiecărei boli în cantitate suficientă În plus, echipamentele de laborator și abordările metodologice pot diferi între laboratoare SCREENING DE MASĂ AL NOI-NĂSCUTULUI PENTRU BOLI METABOLICE EREDITARICE Scopul principal al screening-ului genetic este identificarea persoanelor dintr-o populație cu un anumit genotip care fie provoacă o boală, fie predispune la apariția acesteia, fie poate provoca o boală la descendenți Principiile de bază ale screening-ului genetic au fost dezvoltate în anii ' secolul trecut, când a început să fie folosit pentru a detecta fenilcetonuria (PKU) în rândul nou-născuților În , un grup de experți OMS, în urma rezultatelor screening-ului pentru PKU efectuat în mai multe țări ale lumii, a publicat cerințe generale pentru programele de screening pentru nou-născuți pentru boli metabolice ereditare Aceste cerințe sunt valabile și astăzi Principiile de bază ale screening-ului genetic Cerințele generale pentru implementarea programelor de screening pentru nou-născuți pentru bolile metabolice ereditare includ următoarele criterii: • frecvența bolii în populație trebuie să fie suficient de mare (această cerință nu este foarte strictă, deoarece este legată doar de rentabilitatea programului): • boala trebuie bine studiată clinic și de laborator: • boala trebuie să fie severă sau chiar fatală, astfel încât beneficiul programului de screening să depășească costul derulării acestuia: • testele de laborator nu trebuie să dea rezultate fals negative, pentru a nu pierde niciun pacient: frecvența rezultatelor fals pozitive nu trebuie, de asemenea, să fie mare, pentru a nu reduce rentabilitatea programului; • testele de laborator trebuie să fie simple, sigure și acceptabile din punct de vedere etic; • trebuie dezvoltat un tratament eficient pentru bolile depistate; • perioada de timp de la naștere, când tratamentul dă un rezultat pozitiv, trebuie stabilită cu precizie; • Screening-ul trebuie să fie rentabil Pe baza acestor cerințe, screening-ul neonatal este un sistem de măsuri, principalele fiind identificarea nou-născuților cu anumite boli în stadiul preclinic; tratament patogenetic precoce, GENETICA DE LABORATOR permițând să ofere societății indivizi cu drepturi depline; consiliere medicală și genetică a familiei, care vizează prevenirea nașterii unui al doilea copil bolnav Screening-ul pentru cele mai frecvente și severe boli ereditare se încadrează în categoria de prioritate înaltă printre alte probleme de sănătate, deoarece afectează motivația populației, reduce o proporție semnificativă a dizabilității și asigură economii de resurse Screeningul neonatal este o abordare fundamental nouă a prevenirii, propusă de genetica medicală pentru sănătatea publică practică Cerințele de mai sus sunt îndeplinite de o serie de boli metabolice ereditare În Rusia, screening-ul nou-născuților pentru fenilcetonurie a fost efectuat din , pentru hipotiroidismul congenital - din ; Din , ca parte a proiectului National Health of the Nation, screening-ul a fost suplimentat cu inca trei boli - galactozemie, sindrom adrenogenital si fibroza chistica Fenilcetonuria este o boală ereditară cu un tip de moștenire autosomal recesiv (pacienții se acumulează în familie într-o generație) Frecvența medie a PKU în țările europene este de : de nou-născuți, în partea europeană a Rusiei - : - : Principalul criteriu de diagnostic pentru toate formele de PKU este o concentrație crescută de fenilalanină în sânge Grupul heterogen de hiperfenilalaninemii include o serie de tulburări ereditare ale metabolismului aminoacidului fenilalanină, care au ca rezultat acumularea acestui aminoacid și a derivaților săi în fluidele biologice Cea mai frecventă tulburare este forma clasică de PKU, cauzată de mutații ale genei fenilalaninei hidroxilazei (PAH) de pe cromozomul ( q -q ) Până în prezent, multe sute de mutații au fost identificate în gena FAH, dintre care sunt cele mai comune Mutația majoră care apare la o frecvență de % este R Q Ca urmare a unei mutații a genei, enzima este defectuoasă, fenilalanina nu poate fi transformată în tirozină și se acumulează în sânge Apare un bloc metabolic, în urma căruia nivelul de fenilalanină crește constant și atinge astfel de concentrații la care devine toxic, în primul rând pentru creierul în curs de dezvoltare al unui copil Fără tratament, % dintre copiii cu PKU dezvoltă retard mintal sever, întârzierea dezvoltării motorii, convulsii, eczeme pe piele, iar la o vârstă mai înaintată se adaugă) și tulburări severe de comportament Dacă tratamentul este început devreme și efectuat cu atenție, copilul nu va prezenta simptome clinice de PKU și va crește sănătos, practic imposibil de distins de semeni Sensul tratamentului este reducerea conținutului de fenilalanină din alimentele pe care le primește copilul Acest lucru se realizează de obicei prin amestecuri și diete speciale Conținutul de fenilalanină din sânge este monitorizat constant la copil și, în funcție de parametrii de laborator, se ajustează compoziția acelor produse care nu vor crește nivelul de fenilalanină, dar vor asigura creșterea și dezvoltarea normală a copilului O familie în care există o pacientă cu PKU ar trebui să primească consiliere genetică medicală; în sarcinile ulterioare, se poate face diagnosticul ADN prenatal Hipotiroidismul congenital se manifestă prin încălcări grave ale creșterii și dezvoltării copilului de la naștere și este cauzat de o disfuncție completă sau parțială a glandei tiroide care produce hormoni care conțin iod În cele mai multe cazuri, hipotiroidismul congenital apare din cauza absenței glandei tiroide, sau a subdezvoltării acesteia, sau a poziției incorecte Dacă hipotiroidismul congenital nu este tratat, creșterea copilului încetinește dramatic, se dezvoltă retard mintal sever ireversibil și apar alte semne clinice ale bolii Boala progresează tot timpul și poate duce la dizabilitate pe tot parcursul vieții Cu toate acestea, dacă tratamentul este început în prima lună după CAPITOLUL GENETICA DE LABORATOR la naștere, în marea majoritate a cazurilor, copilul se dezvoltă normal Aproximativ - % din cazurile de hipotiroidism congenital sunt neereditare, apar întâmplător și sunt de obicei cauzate de o afecțiune tiroidiană a cărei cauză este necunoscută În patogeneza dezvoltării tulburărilor tranzitorii ale funcțiilor sistemului hipofizo-tiroidian, atât o creștere a activității glandei pituitare cu o creștere a sintezei hormonului de stimulare a tiroidei (TSH), cât și inhibarea producției de tiroide hormonii pot avea o importanță primordială Grupul de risc pentru apariția modificărilor tranzitorii, însoțite de o scădere a concentrației de hormoni tiroidieni, include: • nou-născuți din mame cu sarcină complicată, în special cu insuficiență placentară; • nou-născuți din mame cu tulburări endocrine, în special boli tiroidiene; • nou-născuți cu imaturitate funcțională din cauza prematurității sau a malnutriției intrauterine În - % din cazuri, hipotiroidismul congenital este moștenit, de obicei în mod autosomal recesiv Se știe că cel puțin gene suferă mutații pentru a provoca hipotiroidism De aceea, analiza genetică moleculară în hipotiroidismul congenital este complexă și nu întotdeauna eficientă Cu toate acestea, deoarece hipotiroidismul congenital, atât ereditar cât și neereditar, este bine tratat atunci când este detectat precoce, nu este nevoie de o astfel de analiză genetică Hipotiroidismul congenital apare în întreaga lume cu aproximativ aceeași frecvență - : - : nou-născuți Aceeași frecvență a hipotiroidismului congenital în Rusia La fete, din motive necunoscute, se găsește de două ori mai des decât la băieți Programul de screening folosește TSH în probele de pete de sânge uscat ca test primar În cazurile cu un conținut crescut de TSH în probele de sânge, se efectuează un retest, în funcție de rezultatele căreia sunt identificați copiii bolnavi Geneticianul trimite pacientul la un endocrinolog, care prescrie tratamentul și monitorizează copilul în viitor Galactozemia este una dintre tulburările ereditare ale metabolismului carbohidraților Patogenia bolii se bazează pe un defect al uneia dintre enzimele metabolice - galactoza, care se formează în intestin în timpul hidrolizei dizaharidei lactozei Primul pas în transformarea galactozei în celulele corpului este fosforilarea acesteia, care se realizează cu ajutorul enzimei galactokinazei (GALA) Produsul acestei reacții, galactoza- -fosfat, este metabolizat de galactoză- -fosfat uridiltransferaza (GALT) la uridil difosfogalactoză Transformarea ulterioară a acestuia din urmă are loc cu ajutorul uridil difosfogalactoza- -epimerazei (GALE) Rezultatul unei deficiențe a oricăreia dintre cele trei enzime - GALA, GALT sau GALE - o creștere a concentrației de galactoză în sânge - galactozemie De regulă, galactozemia se referă la defecte ale GALT, dintre care cea mai gravă este forma clasică de galactozemie Frecvența formei clasice, conform literaturii de specialitate, este de : - : de nou-născuți Există două forme de galactozemie Galactozemia clasică datorată deficienței GALT este moștenită în mod autosomal recesiv Gena este localizată la locusul p Debutul bolii este acut, în perioada neonatală apar vărsături, diaree, icter, hepatomegalie, cataractă, malnutriție, retard psihomotoriu și disfuncție tubulară renală Galactozemia datorată deficienței sistemice de GALE este, de asemenea, moștenită în mod autosomal recesiv Gena este localizată la locusul p -p Debutul bolii are loc în perioada neonatală Simptomele bolii sunt aceleași, cu excepția cataractei (absente, dar există surditate senzorineurală GENETICA DE LABORATOR Pentru aceste două forme este descrisă o variantă benignă asimptomatică a galactozemiei (varianta Duarte), a cărei frecvență populațională este mai mare decât frecvența formei clasice Dacă tratamentul este început devreme, copilul nu va prezenta simptome clinice de galactozemie și va crește sănătos Sensul tratamentului este de a exclude alimentele care conțin galactoză, în special laptele matern și alte formule de lapte Ele pot fi înlocuite cu amestecuri speciale preparate pe bază de soia Numirea timpurie a tratamentului, în mod optim - înainte de a -a zi de viață, vă permite să evitați crizele severe, care adesea duc la moarte Diagnosticul ADN prenatal în sarcinile ulterioare este posibil la consultația medicală genetică Fibroza chistică este una dintre cele mai frecvente boli ereditare, de obicei cu o evoluție severă și un prognostic prost pe viață Frecvența fibrozei chistice variază între reprezentanții rasei europene de la : la : de nou-născuți Gena fibrozei chistice CFTR este mapată pe brațul lung al cromozomului ( q ,l) Numărul mutațiilor identificate în prezent în această genă depășește , dintre care cel mai frecvent este delF , găsit la % dintre pacienții cu fibroză chistică din Rusia Gena este responsabilă pentru sinteza unei proteine care servește drept canal pentru ionii de clorură în celule Din cauza disfuncției acestui canal, mucusul și alte secrete din plămâni, pancreas și alte organe devin foarte groase și vâscoase Acest lucru duce la dezvoltarea unei infecții cronice, leziuni ale țesutului pulmonar și digestie afectată a alimentelor, deoarece enzimele pancreatice nu pot pătrunde în intestine Boala începe de obicei la o vârstă fragedă Există trei forme principale de fibroză chistică: pulmonară, intestinală și mixtă Cea mai comună dintre acestea este o formă mixtă Apare la aproximativ % dintre pacienții cu fibroză chistică Forma pulmonară se manifestă printr-un proces bronhopulmonar obstructiv cronic Se dezvoltă un proces inflamator cronic, care duce la distrugerea țesutului pulmonar Sângele pacienților este slab saturat cu oxigen, din cauza căruia inima, ficatul și alte organe suferă, copiii rămân în urmă față de semenii lor în înălțime și greutate corporală Tratamentul pacienților cu fibroză chistică pulmonară necesită utilizarea de antibiotice puternice în doze mari În forma intestinală a fibrozei chistice, procesul de digestie a alimentelor este perturbat, deoarece enzimele pancreatice care descompun proteinele și grăsimile nu intră în intestin din cauza blocării canalelor glandei Principalul tratament pentru forma intestinală este luarea enzimelor pancreatice În forma mixtă de fibroză chistică, manifestările intestinale exacerbează afectarea plămânilor Tratamentul formei mixte este cel mai dificil Pacienții cu fibroză chistică care nu primesc tratamentul necesar au o speranță de viață scurtă Dacă fibroza chistică este depistată la un nou-născut și este tratată deja din luna a -a de viață, manifestările clinice ale bolii sunt mult mai ușoare și copilul se dezvoltă aproape normal fizic și psihic Crește speranța de viață, care în prezent, datorită tratamentului adecvat, este de peste de ani în țările dezvoltate Programul de screening folosește ca test primar determinarea conținutului de tripsină imunoreactivă din probele de pete de sânge uscat Dacă primul și al doilea test de laborator au fost pozitivi, atunci, spre deosebire de alte boli ereditare testate, acest lucru nu înseamnă că copilul are fibroză chistică, deși probabilitatea unui astfel de diagnostic este mare Pentru a confirma diagnosticul, unui sugar la vârsta de - săptămâni i se face un test de transpirație - care măsoară concentrația de clor din fluidul transpirator Dacă testul de transpirație este negativ, copilul este considerat sănătos, deși va fi în continuare observat ceva timp Dacă • ID-'VIYUY? GENETICA DE LABORATOR Dacă testul de transpirație este pozitiv, diagnosticul de fibroză chistică este considerat stabilit chiar înainte de apariția oricăror manifestări clinice ale bolii Sindromul adrenogenital este un grup de boli, care se bazează pe un defect al uneia dintre enzimele sau proteinele de transport implicate în biosinteza hormonilor steroizi ai glandelor suprarenale Majoritatea cazurilor de boală (aproximativ - %) sunt asociate cu deficit de -hidroxilază, - % - cu deficit de -| -hidroxilază Gena -hidroxilazei (CYP B) este mapată la locusul p împreună cu pseudogena CYP A Un grad ridicat de omologie și un aranjament în tandem a două gene pot duce la recombinarea lor și la întreruperea funcțiilor genei active Au fost identificate zeci de mutații care duc la deficiența de -hidroxilază Mutațiile punctiforme reprezintă aproximativ %, diviziunile reprezintă aproximativ % din modificări Cele mai frecvente mutații punctuale sunt splice, apoi I N etc Frecvența deficitului de -hidroxilază este destul de mare și se ridică la - : nou-născuți Diagnosticul târziu, tratamentul intempestiv și incorect poate duce la consecințe grave: moartea unui copil din crize de pierdere a sării, erori în alegerea genului cu virilizare severă a organelor genitale externe la fete, tulburări de creștere, pubertate și infertilitate Introducerea screening-ului neonatal face posibilă depistarea bolii în timp util și evitarea erorilor de diagnosticare Există trei fenotipuri clinice ale sindromului adrenogenital: • forma pierdetoare de sare - de la nastere organele genitale "dubioase": in perioada neonatala - pierderea severa de sare, manifestata sub forma unor crize suprarenale (varsaturi, deshidratare, convulsii, stop cardiac); • forma virilizanta simpla - de la nastere organele genitale "dubioase" la fete, normale la baieti, postnatal la ambele sexe aparitia prematura a caracteristicilor sexuale secundare, statura mica; • forma atenuata (neclasica) - debut in pubertate si numai la fete (dezvoltare slaba a glandelor mamare, cresterea parului de tip masculin, amenoree) Aceste trei forme reprezintă aproximativ % din toate cazurile de hiperplazie suprarenală congenitală, dintre care forma cu pierdere de sare reprezintă - % Ca urmare a insuficienței -hidroxilazei, conversia colesterolului în cortizol și aldosteron, controlată de această enzimă, este perturbată În același timp, există o acumulare de precursori ai cortizolului și aldosteronului, care se transformă în mod normal în hormoni sexuali masculini - androgeni Deoarece în sindromul adrenogenital se acumulează o mulțime de precursori de cortizol și aldosteron, se formează mult mai mulți androgeni decât cei normali, care este principalul motiv pentru dezvoltarea tabloului clinic al sindromului adrenogenital Boala se moștenește în mod autosomal recesiv Programul de screening folosește concentrații de -hidroxiprogesteron în probe de sânge uscat ca test primar În cazurile cu conținut ridicat, se efectuează retestarea și, astfel, se identifică copiii bolnavi Tratamentul trebuie prescris cât mai curând posibil, apoi simptomele clinice ale sindromului adrenogenital la copil nu vor apărea și el va crește sănătos, cu nimic diferit de semenii săi În consultațiile medicale genetice, diagnosticele ADN prenatale pot fi efectuate în sarcinile ulterioare Etapele principale ale screening-ului neonatal În mod convențional, se pot distinge etape de screening a nou-născuților pentru boli ereditare GENETICA DE LABORATOR D Etapa - prelevarea sângelui de la nou-născuți din călcâi în instituțiile obstetricale în a -a- -a zi de viață Ar trebui elaborate și publicate standarde pentru toate metodele de recoltare a probelor de sânge pe hârtie de filtru În mod ideal, instituțiile ar trebui să primească materiale video În plus, sistemul de transport a probelor de sânge uscat ar trebui să fie simplu și accesibil, ceea ce va permite analiza și tratamentul într-un timp scurt, de exemplu, în galactozemie și sindrom adrenogenital în decurs de zile de la naștere, înainte de apariția crizelor Etapa a -a - screening primar rapid pentru determinarea parametrilor de laborator adecvați O astfel de analiză se efectuează în laboratoare cu echipamente adecvate Etapa - diagnostic de confirmare cu rezultate pozitive, trebuie efectuat în aceleași laboratoare cât mai curând posibil Diagnosticarea ADN și controlul calității analizelor de laborator în etapele a -a și a -a sunt efectuate în centre de referință federale Etapa a -a - tratamentul pacienților identificați, care ar trebui efectuat de geneticieni neonatologi, pediatri și endocrinologi Tratamentul trebuie prescris în prima lună de viață Monitorizarea eficacității tratamentului se realizează folosind date clinice și de laborator Etapa a -a - consiliere genetică medicală și diagnosticare ADN prenatală în familiile în care a apărut un copil bolnav Se efectuează în consultații medicale genetice Toate etapele trebuie să fie complet pregătite, apoi puteți începe programul Pentru dezvoltarea sa cu succes, multe probleme trebuie identificate și rezolvate în etapa de planificare a programului În primul rând, sprijinul guvernamental și resursele financiare sunt importante, întrucât la noi, ca și în majoritatea țărilor lumii, screening-ul neonatal este un program de stat Direct legat de implementarea programului: • instruirea personalului din maternități (recoltare de probe de sânge): • capacitatea de laborator (echipamente) și pregătirea personalului; • prezența valorilor normale ale parametrilor studiați pentru populația de nou-născuți screened: • schema de transport a probelor de sange: • coordonarea lucrărilor laboratoarelor; • crearea condițiilor pentru colectarea datelor și alertarea medicilor; • crearea unui sistem computerizat de stocare a informațiilor despre probele de sânge, concluziile, sesizările părinților, pacienții identificați, tratament și rezultatele acestuia; • program de control al calității în laborator; • disponibilitatea îngrijirilor medicale O modalitate eficientă de a menține calitatea tuturor secțiunilor programului este de a pregăti recomandări practice cu o descriere detaliată a procedurilor pentru fiecare etapă a programului În plus, este necesară pregătirea unui manual general (ghid) care va rezuma experiența practică în rezolvarea problemelor emergente Una dintre condițiile importante pentru implementarea cu succes a programului de screening neonatal este pregătirea populației, așa-numitul bloc educațional al programului Oamenii trebuie să știe ce este screening-ul nou-născuților, cum se face și cum beneficiază fiecare persoană din populație Trei instituții sunt implicate în screening-ul nou-născuților, cel puțin în țara noastră: maternități (prelevarea de sânge de la nou-născuți), consultații genetice medicale (efectuarea etapei a -a și a -a, tratamentul anumitor boli și controlul de laborator al tratamentului tuturor bolilor screened, medicale) - consiliere genetică a familiei), centre de referinţă (labora GENETICA DE LABORATOR Wh H control de calitate spinos diagnosticul ADN) Există o rețea internațională de programe de screening Cercetare de laborator PRINCIPII GENERALE Materialul biologic folosit pentru screeningul neonatal este sângele uscat pe hârtie de filtru Obținerea materialului biologic Prelevarea de sânge de la fiecare nou-născut se efectuează strict în a -a- zi de viață (nu mai devreme de de ore de la naștere) în instituția medicală în care se află copilul în acel moment Până la momentul prelevării de sânge, copilul ar trebui să primească o alimentație bună timp de cel puțin o zi La copiii prematuri, sângele este luat în a -a și a -a zi de viață La copiii care au suferit transfuzii de sânge sau hemodializă, prelevarea de sânge este efectuată din nou la o lună după ultima procedură Prelevarea de sânge se efectuează numai pe forme speciale de hârtie de filtru, în prezent Whatman Furnizarea de formulare către toate instituțiile medicale se realizează de către laboratorul de genetică medicală din regiune Utilizarea oricărei alte hârtie sau formulare în acest scop este inacceptabilă, deoarece măsurătorile de laborator, evaluarea și interpretarea acestora sunt efectuate folosind probe de calibrare și materiale de control realizate pe același tip de hârtie Înainte de a preleva o probă de sânge, călcâiul nou-născutului trebuie spălat, șters cu o cârpă sterilă umezită cu soluție de etanol % și șters cu o cârpă sterilă uscată Utilizarea altor soluții dezinfectante în loc de etanol este nedorită, deoarece unele dintre ele pot afecta rezultatul măsurării Sângele se prelevează folosind un scarificator de unică folosință Prima picătură după piercing este îndepărtată cu un tampon de bumbac steril uscat pentru a evita hemoliza Fiecare dintre cercurile indicate pe formular este înmuiat cu o picătură mare de sânge, fără a atinge călcâiul copilului cu formularul Petele de sânge trebuie să aibă cel puțin dimensiunea indicată pe formular, aspectul petelor este același pe ambele părți ale formularului Această cantitate de sânge este suficientă pentru studiile de screening În cazul umplerii incomplete a cercurilor cu sânge, este necesar să repetați piercing-ul Formele cu sânge se usucă timp de - ore la temperatura camerei, evitând lumina directă a soarelui La copiii mai mari, sângele trebuie luat în mod obișnuit - de la un deget Pe formularul cu sânge sunt scrise clar și lizibil următoarele informații: numele de familie, numele, patronimul mamei, dacă sângele este prelevat într-o instituție de maternitate, sau copilul, dacă sângele este prelevat într-o altă instituție medicală: data data nașterii copilului, data prelevării de sânge, adresa detaliată de înregistrare și data plecării copilului, numărul de telefon, codul instituției medicale și numele persoanei care a prelevat sângele În plus, se înregistrează informații însoțitoare: greutatea corporală a copilului, vârsta gestațională, prematuritatea, transfuzia de sânge efectuată de copil, hemodializă, mama și/sau copilul care ia medicamente, în special dexametazonă, hiperbilirubinemie mai mare de mg/dl etc Formularul este un document care completează și răspunde de corectitudinea prelevării de sânge și de fiabilitatea informațiilor indicate în formular Formele cu sânge sunt uscate la temperatura camerei, ambalate într-un plic de hârtie curat și livrate la laboratorul regional de genetică medicală cel puțin o dată la zile Probele de sânge prelevate cu anomalii sunt evaluate ca nepotrivite pentru analiză În acest caz, este necesar să se efectueze oa doua prelevare de sânge GENETICA DE LABORATOR Principii generale ale procedurii de analiză și controlul calității studiilor de laborator În laboratorul de genetică medicală care efectuează screening neonatal în regiune se evaluează calitatea materialului biologic obţinut Formularele cu sânge sunt sortate și înregistrate într-o bază de date computerizată Din fiecare probă de sânge sunt scoase cinci discuri de mm, care sunt apoi plasate în cinci microplăci separate, câte un analit, care este un marker biochimic al bolii, este măsurat în fiecare dintre microplăci Pentru fenilcetonurie, markerul este concentrația de fenilalanină în sânge, pentru hipotiroidismul congenital - nivelul hormonului de stimulare a tiroidei, pentru fibroza chistică - tripsinogen imunoreactiv, pentru galactozemie - galactoză totală, pentru sindromul adrenogenital - -hidroxiprogesteron Probele de calibrare conținute în trusa de reactivi, materialele de control cu o concentrație cunoscută a analitului și probele de sânge de testat de la nou-născuți sunt plasate într-o microplacă cu de godeuri Apoi, efectuați procedura standard de analiză în conformitate cu instrucțiunile kit-ului Rezultatele măsurătorilor fiecărei plăci sunt prezentate în formă tipărită, conținând valorile fluorescenței calibratoarelor, curba de calibrare, valorile fluorescenței și concentrația analiților din materialele de control, valorile fluorescenței și concentrației analiților în sânge probe aflate în studiu Evaluarea concentrațiilor măsurate de analiți din materialele de control permite controlul intern al calității Într-o serie configurată de cel puțin de măsurători, fiecare laborator își determină propriile valori medii și toleranțe Rezultatele măsurătorilor tuturor tabletelor sunt introduse în cardul de control Dacă valorile materialelor de control îndeplinesc cerințele stabilite în Ordinul Ministerului Sănătății al Federației Ruse nr din februarie "Cu privire la sistemul de măsuri pentru îmbunătățirea calității cercetării clinice de laborator în domeniul sănătății instituțiilor Federației Ruse", rezultatul măsurării tabletei este evaluat ca fiind acceptabil În caz contrar, tableta este refăcută Laboratoarele de screening neonatal participă și la Sistemul Federal de Evaluare Externă a Calității (FSVOK), care servește ca un control extern independent, care este necesar pentru a evalua corectitudinea studiilor în curs și pentru a identifica erorile sistemice Tinuta) '' cu aceasta, o serie de laboratoare RF de acest profil sunt participante la controlul calitatii international, in special CDC (Center for Disease Control and Prevention, Atlanta, SUA) SCREENING NEONATAL PENTRU Fenilcetonurie CHTA A S Screeningul pentru PKU este standardul pentru programele de screening neonatal, deoarece peste de ani de la implementarea sa au acumulat o cantitate imensă de material privind etiologia bolii, metodele de laborator de diagnostic și tratament În prezent, există o gamă largă de metode de măsurare a concentrației de FA, pornind de la testul microbiologic inhibitor folosit până acum și terminând cu spectrometria de masă în tandem În Federația Rusă, determinarea nivelului de FA în petele uscate de sânge se realizează printr-o metodă fluorimetrică cu microplăci Principiul de măsurare a concentrației de FA într-un punct de sânge uscat se bazează pe formarea unui complex fluorescent de FA cu ninhidrina, a cărui intensitate a fluorescenței crește la interacțiunea cu dipeptida L-leucil-L-alanina Fluorescența este măsurată folosind un analizor multifuncțional la o lungime de undă de nm Intensitatea fluorescenței este direct proporțională cu cantitatea de FA din proba de sânge Software-ul compară intensitatea fluorescenței probelor de sânge analizate cu fluorescența probelor de calibrare Corectitudinea analizei este evaluată prin valorile FA din probele de control GENETICA DE LABORATOR Interpretarea rezultatelor Valoarea prag a concentrației de FA (limită), elaborată de laborator, ținând cont de setul de reactivi recomandați de producător, de valorile populației ale nivelului de analit pentru nou-născuții din această regiune, precum și de informații similare laboratoare din Federația Rusă și din străinătate, este de o importanță fundamentală Pentru a selecta acest indicator, este important să se estimeze numărul de retestări, care depinde de valoarea limită Pentru nou-născuți și copii din prima lună de viață, cel mai frecvent nivel de prag este de mg/dl ( µmol/l), pentru copiii mai mari de o lună - mg/dl ( µmol/l) Probele de sânge găsite a fi anormal de ridicate la prima măsurătoare FA sunt analizate în continuare într-o analiză paralelă folosind aceeași probă de sânge Toți copiii al căror nivel FA sa dovedit a fi mai mare decât valoarea limită în timpul măsurătorilor paralele sunt supuși reexaminării Obținerea unei a doua probe de sânge de la un copil (retest) se efectuează la locul de reședință sau în instituția medicală în care se află acesta Pentru a face acest lucru, în funcție de gradul de creștere a concentrației de aminoacid, folosind informațiile de pe formularul cu sânge, se stabilește contactul cu familia Dacă excesul nivelului FA este nesemnificativ - până la mg / dl ( , μmol / l), familia este informată prin scrisoare despre necesitatea unui al doilea studiu Cu o creștere semnificativă a FA - mai mult de mg / dl - este nevoie de contact de urgență cu familia Controlul local asupra realizării retestărilor este efectuat de către medicul pediatru șef al secției de sănătate a raionului, orașului, cu care laboratorul este în contact permanent prin telefon sau prin e-mail În majoritatea cazurilor, mai ales la copiii cu o ușoară creștere primară, nivelul FA în analiza retestului este normal Creșterea inițială a indicatorului ar putea fi asociată cu imaturitatea sistemelor de enzime hepatice, caracteristicile cursului travaliului, prematuritatea, starea generală severă a copilului etc Copiii cu o creștere repetată a concentrației de FA în retest de la la mg/dl ( - μmol/l) sunt diagnosticați cu hiperfenilaninemia (HFA) Au nevoie de monitorizare regulată de laborator a nivelului FA și observație de către un genetician care decide dacă tratamentul este adecvat sau nu Dacă în retest este detectat un nivel FA egal sau mai mare de mg/dL ( µmol/L), diagnosticul de fenilcetonurie este considerat confirmat, deoarece acest indicator servește ca criteriu de laborator de încredere pentru boală Părinții cu copil sunt invitați la un consult genetic medical Geneticistul prescrie cu promptitudine tratamentul adecvat pentru copilul cu restricție PA și îi învață pe părinți cum să calculeze dieta Conform standardelor moderne, diagnosticul de PKU ar trebui să fie pus și tratamentul să înceapă nu mai târziu de o lună din viața unui copil Tratamentul ulterior, efectuat de mulți ani, se efectuează sub control biochimic constant al nivelului de FA din sânge, efectuat și de laboratorul de genetică medicală Concentrația optimă a aminoacidului în sânge în timpul tratamentului este considerată a fi între și mg/dL ( , - µmol/L) SCREENING NEONATAL PENTRU HIPOTIROIZA CONGENITALA Etiologia hipotiroidismului congenital este diferită, dar toate formele sale sunt caracterizate de insuficiența hormonilor tiroidieni Datorită specificității scăzute și vagului simptomelor clinice la nou-născuți, diagnosticul precoce al hipotiroidismului congenital este posibil numai pe baza unui studiu al nivelului hormonilor tiroidieni Screening-ul se bazează pe determinarea nivelului de hormon de stimulare a tiroidei, care crește în formele primare ale bolii Măsurarea nivelului de TSH în petele de sânge uscat se realizează prin metoda analizei imunofluorescenței lantanide cu rezoluție în timp, folosind GENETICA DE LABORATOR "sandwich" de anticorpi monoclonali foarte specifici împotriva a două situsuri diferite de pe molecula TSH Nivelul de fluorescență este stabil, intensitatea sa este direct proporțională cu cantitatea de TSH din probă Interpretarea rezultatelor Interpretarea valorilor TSH obținute în timpul screening-ului se realizează ținând cont de setul de reactivi recomandați de producător și de datele populației privind nivelul de TSH la nou-născuții din regiune Pentru testele efectuate în a - -a zi a vieții unui copil, cwt-o ^ este de μUI/ml, pentru copiii cu vârsta peste zile - μUI/ml µUI/mL este utilizat ca valoare de prag pentru a suspecta hipotiroidism cu un grad ridicat de probabilitate Toți copiii cu un nivel de TSH peste această valoare sunt supuși reexaminării, adică apelați pentru o retestare de urgență Sângele recoltat din nou la astfel de copii trebuie să fie livrat la laborator în termen de de ore de la recoltare Copiii cu o creștere re-detectată a nivelului de TSH sunt îndrumați la un endocrinolog pentru verificarea diagnosticului (hipotiroidism congenital sau tranzitoriu) și tratament SCREENING NEONATAL PENTRU GALACTOSEMIE În prezent, diverși algoritmi (împreună sau separat) sunt utilizați ca scheme de screening pentru galactozemie: măsurarea concentrației de galactoză și galactoză- -fosfat, analiza activității enzimatice a GALT Utilizarea concentrației de galactoză în sânge ca criteriu de diagnostic face posibilă detectarea deficiențelor GALA și GALE simultan cu defectul GALT, deoarece concentrațiile acestor analiți sunt crescute în toate cele trei cazuri Cu toate acestea, odată cu restricția introdusă în dietă, acest indicator nu este informativ Avantajul analizei activității enzimatice a GALT este independența acestuia față de natura nutriției și a restricțiilor alimentare, dacă există, introduse înainte de examinare Cu toate acestea, în cazul unei transfuzii de sânge anterioare, se poate obține un rezultat fals negativ Pe de altă parte, condițiile de obținere, transport și depozitare a materialului (temperatură, umiditate) pot duce la scăderea activității enzimei termolabile; la un rezultat fals pozitiv Unele programe străine de screening neonatal folosesc metode genetice moleculare pentru a căuta cele mai comune mutații ale genei GALT Această căutare se realizează în paralel cu studiul parametrilor biochimici sau ca o etapă ulterioară în studiul sângelui din aceeași formă Utilizarea analizei ADN vă permite să optimizați screening-ul - reduceți numărul de fals pozitive, diferențiați forma clasică etc Cu toate acestea, capacitatea de a identifica un număr limitat de mutații nu face posibilă acoperirea tuturor variantelor bolii Nivelul de galactoză este crescut în toate formele de galactozemie De aceea, acest criteriu este utilizat ca indicator biochimic primar Măsurarea galactozei totale în petele de sânge uscat se realizează printr-o metodă fluorimetrică cu microplăci Metoda de galactoză oxidază utilizată face posibilă determinarea cantitativă a concentrației de galactoză totală, adică suma concentrațiilor de galactoză liberă și galactoză- -fosfat Corectitudinea măsurării analitului se evaluează prin efectuarea unui control de calitate intralaborator pentru determinarea concentrației acestuia în materialele de control Interpretarea rezultatelor Interpretarea valorilor galactozei totale obținute în timpul screening-ului se realizează ținând cont de cut-off-ul care este generat, concentrându-se pe setul de reactivi recomandați de producător, datele populației din regiune și GENETICA DE LABORATOR 'aBA'îC experiență în evoluție Ca concentrație prag de galactoză totală pentru nou-născuți în majoritatea laboratoarelor din Federația Rusă, este acceptată valoarea de mg / dl ( μmol / l), recomandată de producătorul sistemului de testare Copiii cu concentrații de analiți mai mari de mg/dl în probele de sânge trebuie retestați Urgența obținerii unei a doua probe de sânge de la un copil (retest) depinde de gradul de creștere a galactozei totale Întrucât forma clasică de galactozemie se caracterizează printr-o manifestare acută, severă, care pune viața în pericol în perioada neonatală, cu o valoare totală a galactozei care depășește mg/dl ( μmol/l), este urgent să contactați familia și principalul medic pediatru al teritoriului pentru informații despre starea copilului și obținerea unui retest Dacă un nivel ridicat al acestui indicator este confirmat în retestare și pe baza stării de sănătate a copilului, medicul neonatolog sau pediatru poate decide să transfere de urgență copilul la o dietă fără galactoză, fără a aștepta rezultatele verificării de laborator ale diagnostic O concentrație crescută de galactoză în sânge este un criteriu necesar, dar nu suficient pentru diagnosticarea galactozemiei O ușoară creștere a concentrației de analit este caracteristică formei Duarte În plus, particularitățile cursului nașterii, starea generală severă a copilului, insuficiența funcției hepatice și bolile cromozomiale duc la o creștere a nivelului de galactoză din sânge Clarificarea formei galactozemiei necesită o examinare suplimentară obligatorie - studiul activității enzimatice a GALT și analiza mutațiilor în gena GALT sau secvențierea acesteia Deoarece analiza ADN permite studiul unui număr limitat de mutații, detectarea unei deficiențe în activitatea enzimatică a GALT este un criteriu de diagnostic important Dacă diagnosticul este confirmat, copilului i se prescrie de urgență o dietă fără galactoză și se efectuează consiliere genetică medicală a familiei Tratamentul suplimentar al copilului se efectuează sub controlul determinării galactozei în sânge SCREENING NEOTATAL PENTRU CYS FICIDOZA Există o serie de scheme de screening neonatal pentru fibroza chistică, a căror primă etapă este determinarea nivelului de tripsinogen imunoreactiv (IRT) Tripsinogenul este unul dintre principalii produși ai secreției pancreatice, singurul dintre enzime care este produs doar de pancreas, deci este un marker specific al funcției pancreatice În fibroza chistică, se observă o creștere a nivelului de IRT în sânge în primele luni de viață ale unui copil În continuare, nivelul IRT scade și atinge valorile medii ale populației Rezultatele obținute prin măsurarea nivelului de RTI sunt completate în continuare cu un test de transpirație și/sau analiză ADN în diferite combinații: • ИРТ -" analiză ADN test transpirație; • ИРТ -" Analiza ADN -> test de transpirație; • IRT -> IRT -> test de transpirație !-> analiza ADN În Rusia, ultima schemă este în general acceptată Măsurarea nivelului de IRT în petele de sânge uscat este efectuată prin metoda analizei imunofluorescente lantanide cu rezoluție în timp, folosind un "sandwich" de anticorpi monoclonali foarte specifici împotriva a două situsuri diferite de pe molecula IRT Fluorescența este stabilă, intensitatea sa este direct proporțională cu cantitatea de IRT din probă Interpretarea rezultatelor Interpretarea valorilor IRT obținute în timpul screening-ului se realizează ținând cont de cut-off, un set de reactivi recomandați de producător și Centrul Rus de Fibroză Chistică Pentru copii sub de zile, normal GENETICA DE LABORATOR considerăm valori RTI de până la ng/ml Pentru copiii mai mari, limita este de ng/mL IRT nu este un marker specific al bolii; este imposibil să se facă un diagnostic pe baza valorii sale primare De aceea, toți copiii cu un nivel ridicat de IRT trebuie reexaminați Pentru reexaminarea pentru fibroză chistică (obținerea unui retest) există o perioadă strict limitată de la de zile la luni de viață Sângele prelevat la o vârstă mai ulterioară este nepotrivit cercetării din cauza naturii neinformative a testului Diagnosticul trebuie eliminat sau confirmat prin alte metode O creștere a nivelului IRT se poate datora particularităților cursului travaliului - o perioadă lungă anhidră, travaliu rapid, precum și particularitățile cursului perioadei postpartum - stres neonatal, sindrom de detresă respiratorie, hipoglicemie, congenital infectii, atrezie intestinala, boli grave congenitale si cromozomiale etc Test de transpirație și analiză ADN Copiii cu o creștere a RTI la retestare, precum și cei care nu au fost reexaminați pentru RTI în funcție de vârstă, trebuie să efectueze a doua etapă a screening-ului - un test de transpirație Metoda clasică, dar consumatoare de timp și de muncă intensivă de a efectua un test de transpirație este determinarea concentrației de clor din transpirație prin titrarea acesteia conform metodei lui Gibson și Cook În prezent, studiul se realizează folosind un aparat care măsoară conductivitatea electrică a transpirației, echivalentă cu concentrația de clor Transpirația este colectată pe antebrațul copilului cu electroforeză preliminară cu pilocarpină la locul de colectare Intervalul normal de concentrație a clorului recomandat de producătorul reactivilor este de - mmol/l de transpirație Valorile de - mmol/l sunt considerate îndoielnice, necesitând re-verificare, repetare și observare clinică în dinamică Concentrațiile de clor mai mari de mmol/l sunt asociate cu fibroza chistică În paralel cu măsurarea IRT, se efectuează o analiză a mutațiilor frecvente, în special a delF și altele care urmează ca frecvență, care servește drept criteriu de diagnostic important pentru această boală și optimizează screening-ul neonatal Cu toate acestea, deoarece numărul de mutații cunoscute în genă este mare, studiul mutațiilor frecvente nu confirmă sau infirmă întotdeauna diagnosticul De aceea, diagnosticul trebuie întotdeauna confirmat printr-un test de transpirație Copiii cu un diagnostic confirmat sunt trimiși pentru tratament și observație la dispensar la un centru regional Un genetician oferă familiei consiliere genetică medicală SCREENING NEONATAL PENTRU SINDROMUL ADRENOGENITAL Prima etapă a screening-ului neonatal pentru sindromul adrenogenital este determinarea nivelului de -hidroxiprogesteron ( -OHP), care este un precursor al cortizolului Nivelul de -ONP este crescut în ambele forme de sindrom adeno-enogenital cauzat de un deficit de -hidroxilază sau -p-hidroxilază, ceea ce face posibilă identificarea a peste % dintre copiii cu sindrom adrenogenital În alte forme de sindrom adrenogenital, nivelul -ONP nu se modifică, dar frecvența acestor forme este scăzută Determinarea nivelului de -ONP în petele de sânge uscat se realizează prin metoda analizei imunofluorescente lantanide cu rezoluție în timp Testul se bazează pe competiția dintre -ONP și -ONP marcate cu europiu din sângele nou-născutului pentru locul de legare cu anticorpi monoclonali specifici -ONP GENETICA DE LABORATOR Fluorescența este stabilă, intensitatea sa este invers proporțională cu cantitatea de -OPN din probă Interpretarea rezultatelor Interpretarea valorilor obținute ale -ONP se realizează ținând cont de setul de reactivi recomandat de producător și de Institutul de Cercetare de Endocrinologie Pediatrică, EEC RAMS Pentru bebelușii născuți la termen cu o perioadă de gestație mai mare de de săptămâni și o greutate corporală mai mare de g, limita -ONP în sânge este de nmol/l Ca valoare de prag pentru a suspecta sindromul adrenogenital cu un grad ridicat de probabilitate, se folosește o valoare de nmol/l Pentru bebelușii prematuri cu o vârstă gestațională de - săptămâni și cu o greutate mai mică de g, nivelul prag de -OHP este de nmol / l La copiii cu prematuritate severă (vârsta gestațională - - săptămâni), rezultatul este considerat pozitiv dacă nivelul -OHP este mai mare de nmol / l Pe lângă prematuritate, se pot obține rezultate fals pozitive la copiii cu o stare generală severă, pe fondul transfuziei intravenoase, cu bilirubinemie mare (mai mult de mg/dl) La copiii care primesc dexametazonă (sau dacă mama ia medicamentul), se poate obține un rezultat fals negativ Copiii cu o creștere repetată a nivelului de -SNP în retestare sunt îndrumați la un endocrinolog pediatru pentru verificarea diagnosticului și tratamentului Toți copiii cu un diagnostic de sindrom adrenogenital, părinții și membrii familiei lor au nevoie de un studiu genetic molecular și de consiliere genetică medicală În concluzie, trebuie subliniat că orice program de screening care utilizează algoritmi și metode moderne de laborator nu detectează % dintre pacienții cu această boală, ceea ce se datorează în mod obiectiv diverselor forme de afecțiuni, sensibilității și specificității insuficiente a metodelor utilizate, deficiențelor organizaționale, factor uman etc De aceea, cu orice suspiciune clinică de boală, pacientul trebuie reexaminat integral BIBLIOGRAFIE Bochkov N P Genetica clinica - M : GEOTAR-MED, Tamazyan G V , Zakharova N I , Zhuchenko L A , Kalinenkova S G Algoritmi pentru efectuarea screening-ului neonatal pentru boli ereditare și congenitale: Manual educațional și metodologic pentru medici M regiunea Moscova, MONIKI ei M F Vladimirski, MONIAG - M , Volgareva G M , Ermakova M A Bazele citologice ale eredității umane: manual - M , Vorsanova S G , Yurov Yu B , Chernyshov V N Citogenetică medicală: manual - M : Medpraktika-M, , p Ginter E K Genetica medicala - M : Medicină, , p Ginter E K , Zolotukhina T V , Antonenko V G şi altele Metode citogenetice pentru diagnosticul bolilor cromozomiale: un ghid metodologic pentru medici - M , Capitolul Studii de coagulare O caracteristică a bolilor cauzate de patologia sistemului de hemostază este că, fără o bază de laborator sigură, este imposibil să se identifice cauzele acestora Manifestările clinice ale acestor tulburări larg răspândite sunt adesea similare Până în prezent, a fost dezvoltată și utilizată o listă extinsă de metode și tehnici de laborator care pot oferi informații despre starea diferitelor părți ale sistemului de hemostază, dar conținutul informațiilor de diagnostic, specificitatea și reproductibilitatea acestora variază semnificativ Manualul prezintă cele mai utilizate metode de studiere a sistemului de hemostază, care vor ajuta medicii să creeze lista necesară de proceduri de laborator care pot clarifica defectul sistemului de hemostază la un pacient cu hemoragii și/sau tromboză Sistemul de hemostază este un sistem complex multicomponent care este capabil să funcționeze eficient datorită numeroaselor interacțiuni celulare și reacțiilor succesive de activare, îmbunătățire și inhibare enzimatică De aceea, în primul rând, se oferă informații despre fiziologia sistemului de hemostază BAZELE FUNCȚIONĂRII SISTEMULUI DE HEMOSTAZĂ Sistemul de hemostază, având o autonomie aproape completă, permite îndeplinirea unor funcții specifice fără implicarea suplimentară a altor sisteme ale corpului care mențin homeostazia, ceea ce este foarte indicat în situații extreme Rolul principal în oprirea sângerării în zona de microcirculație (arteriole proximale și terminale, metarteriole, precapilare, capilare și venule) aparține vaselor de la locul leziunii și trombocitelor, prin urmare, reacțiile fiziologice care vizează oprirea sângerării din vasele mici și capilare sunt denumită "hemostază vascular-trombocitară" Ca răspuns la deteriorarea microvaselor, apare spasmul reflex local al acestora, care este menținut și prelungit de substanțele vasoactive (adrenalină, norepinefrină, serotonină etc ) care intră în locul leziunii din pereții vaselor lezate, eritrocite și trombocite După contactul trombocitelor cu subendodomul de colagen expus STUDII COAGULOLOGICE teliul este activarea lor Când sunt activate, trombocitele își schimbă forma, ceea ce se datorează rearanjarii structurale a membranei lor și lansării multor reacții în trombocitele înseși (exprimarea receptorilor membranari; sinteza prostaglandinelor G și H , tromboxan A ; activarea sistemului de actomiozină, presiune intracelulară crescută etc ) Aderența trombocitelor la fibrele de colagen se realizează prin receptorii membranari plachetari - glicoproteinele GP Ia/Pa și GPIb/V/IX; acest proces este promovat de multimerii factorului von Willebrand În timpul aderării, trombocitele continuă să își schimbe forma, eliberează substanțe din granulele lor și formează agregate Agregarea trombocitelor este îmbunătățită semnificativ de apariția trombinei și ADP în zona afectată Reacțiile de aglutinare și agregare sunt considerate baza formării unui dop de trombocite, care previne eficient sângerarea de la vasele mici În vasele mari, hemostaza este asigurată de un mecanism de coagulare Reacțiile de coagulare au loc și ele în etape În prima etapă (inițiere), coagularea este declanșată de factorul de țesut (TF), a cărui expresie în multe celule este crescută semnificativ atunci când sunt deteriorate TF se leagă de proconvertinul plasmatic (f VII) și formează un complex VIIa/TF (spre deosebire de alți factori de coagulare, cantități mici de factor VII sunt întotdeauna în fluxul sanguin în stare activată - f VIIa) Fiind inclus în complex, factorul VIIa dobândește capacitatea de a activa factorii de coagulare XI, IX și X Rezultatul primei etape este formarea unei cantități mici (inițiale) de trombină În a doua etapă, trombocitele sunt activate prin trombină și amplificarea (amplificarea) reacțiilor de coagulare, inclusiv prin f XI, iar în a treia etapă, are loc o expansiune și răspândire a reacțiilor de coagulare cu formarea de complexe tenază (IXa/VIIIa) și protrombinază (Xa/Va) pe suprafața trombocitelor activate Etapa finală a coagulării este generarea unei cantități mari de trombină ("explozia de trombină"), care poate transforma fibrinogenul în fibrină și poate forma un tromb Identificarea etapelor de coagulare de mai sus contribuie la înțelegerea mecanismelor fiziologice ale coagulării sângelui care apar in vivo, la clarificarea patogenezei unui număr de modele clinice în boli cauzate de lipsa factorilor XI și XII (absența sângerării) și face posibilă explicarea unei game largi de eficacitate hemostatică a factorului VII activat recombinant În același timp, modelul clasic în cascadă cu împărțirea în căi de coagulare interne și externe nu și-a pierdut actualitatea astăzi S-a dovedit a fi mai potrivit pentru înțelegerea metodelor de bază de diagnosticare de laborator a tulburărilor de hemostază, bazate pe studiul stimulării artificiale a coagulării cu diferite substanțe (caolin, acid elagic, tromboplastine, coulaze din veninul de șarpe etc ) În mod normal, majoritatea proteinelor implicate în coagulare sunt considerate proenzime, iar procesul de coagulare a sângelui este un lanț de reacții biochimice succesive în care proenzimele, atunci când sunt activate, dobândesc capacitatea de a activa alți factori de coagulare a sângelui În acest lanț se pot distinge în mod convențional două moduri de inițiere a coagulării: extern (principal) și intern Declanșarea reacțiilor de coagulare de-a lungul căii externe începe cu apariția factorului tisular în lumenul vasului (într-un studiu de laborator, cu adăugarea de tromboplastină tisulară la plasma testată) și formarea complexului TF/VIIa, care activează factorii X și IX Mai mult, factorul Xa transformă protrombina în trombina Factorul V, activat de trombină pentru a forma VA, accelerează semnificativ formarea trombinei pe membranele fosfolipide Mecanismul intern de coagulare a sângelui începe cu activarea factorului Hageman (f XII) de către colagenul din endoteliu În condiţii fiziologice, rolul STUDII COAGULOLOGICE factorul XII în hemostază este nesemnificativ (într-o măsură mai mare servește la activarea fibrinolizei) și nu este reprezentat de mulți cercetători în schemele moderne de coagulare a sângelui În testarea de laborator a hemostazei, rolul factorului XII, dimpotrivă, este mare: este activat de caolin, acid elagic, săruri de siliciu și apoi transformă factorul XI în XIa Această reacție implică kalikreina, care este activată și de factorul XIIa La rândul său, factorul XIa activează factorul IX, iar factorul IXa pe membranele fosfolipide cu participarea globulinei antihemofile (factor VIII) și ionii Ca transformă factorul X în forma sa activată Apoi factorul Xa transformă protrombina (factorul II) în trombină (factorul Pai, ultima reacție este accelerată semnificativ de factorul de coagulare Va și fosfolipide) Trombina (factorul Pa) este considerat a fi cel mai important produs al reacțiilor biochimice succesive de coagulare Din fibrinogen, această enzimă scindează două fibrinopeptide A și două fibrinopeptide B, iar molecula de fibrinogen după separarea lor (des-AV-fibrina-monomer) capătă capacitatea de polimerizare În timpul polimerizării, se formează dimeri, trimeri și oligomeri de fibrină și apoi fibrile de fibrină solubilă Factorul de stabilizare a fibrinei activat de trombină (ХІІІа) în prezența ionilor de Ca + transformă fibrina solubilă în fibrină insolubilă stabilă Retragerea ulterioară a cheagului de sânge duce la formarea unui tromb stabil, impenetrabil și dens, care reduce semnificativ sau oprește complet pierderea de sânge din cauza leziunilor tisulare Anticoagulantele fiziologice (antitrombina, proteinele C si S, inhibitorul caii factorului tisular - TFPI, cofactor heparina II etc ) impiedica generalizarea procesului de formare a trombului Principala sarcină fiziologică a fibrinolizei este restabilirea fluxului sanguin în vas după formarea unui tromb în acesta Sistemul fibrinolitic enzimatic controlează, de asemenea, vindecarea rănilor și o serie de alte funcții vitale ale corpului Componenta principală a acestui sistem este o glicoproteină cu un singur lanț format din de aminoacizi - plasminogen Proteoliza parțială a moleculei sale duce la formarea plasminei, o enzimă care poate distruge cheagul de fibrină și poate restabili fluxul sanguin în vas Se obișnuiește să se facă distincția între căile externe și interne de activare a fibrinolizei Activarea externă are loc sub acțiunea activatorului de plasminogen tisular (t-PA), care este sintetizat în celulele endoteliale, precum și sub influența urokinazei (p-RA); activarea fibrinolizei este facilitată de proteina C activată Calea internă de activare a fibrinolizei poate fi inițiată de factorul de coagulare XIIa cu participarea kalikreinei și kininogenului cu greutate moleculară mare Ca urmare a lizei fibrinei, în sânge apar produse de degradare a fibrinei (PDF) cel mai important dintre ele și disponibil pentru cercetarea de laborator este D-dimerul Cei mai puternici inactivatori ai proceselor fibrinolitice sunt considerați a fi cc,-antiplasmina, un inhibitor al fibrinolizei activat de trombină, precum și inhibitorii activatorului de plasminogen PAI- și PAI- , a căror formare crește odată cu deteriorarea endoteliului ETAPA PREANALITICĂ A STUDIULUI HEMOSTAZEI Pentru a studia sistemul de hemostază, au fost dezvoltate și utilizate pe scară largă instrumente de înaltă precizie și metode de laborator fiabile, care vă permit să identificați rapid și eficient tulburările care duc la sângerare sau tromboză, dar reproductibilitatea și acuratețea lor sunt reduse semnificativ dacă regulile și condițiile ale etapei preanalitice nu sunt urmate Prelevarea probelor de sânge, transportul și pregătirea acestora pentru studiul sistemului de hemostază trebuie considerate ca fiind cei mai importanți pași în obținerea unor rezultate corecte, COAGUL(c)INVESTIGAŢII LOGICE căruia trebuie să li se acorde multă atenţie în orice laborator care efectuează studiul sistemului hemostază PREGĂTIREA PACIENTULUI Sângele pentru studiul hemostazei se ia dimineața pe stomacul gol, după cel puțin ore de la ultima masă Este important ca prelevarea de sânge venos să fie efectuată într-o stare calmă, prin urmare, înainte de puncție venoasă, pacientul este sfătuit să stea timp de - de minute Pentru a obține rezultate fiabile în studiul hemostazei trombocitelor, cu o zi înainte de test, pacientul trebuie să evite stresul, efortul fizic, schimbarea rutinei zilnice și schimbările în nutriție și consumul de alcool Aceste condiții trebuie respectate cu atenție în special atunci când se studiază markerii de activare a trombocitelor (p-tromboglobulina, factorul trombocitar- ) Medicul trebuie să știe despre medicamentele care sunt prescrise și administrate pacientului, deoarece o serie de medicamente pot perturba agregarea trombocitelor sau pot provoca o modificare a parametrilor de coagulare În astfel de situații, este adesea necesar să se ia în considerare doar efectul anticoagulant sau antiagregant al medicamentelor utilizate, deoarece este imposibil să se identifice multe tulburări de hemostază pe fondul utilizării anticoagulantelor sau agenților antiplachetari Pacienții din unitatea de terapie intensivă nu trebuie să fie sângerați din cateterul subclavian, deoarece aceasta este cea mai frecventă cauză a pătrunderii heparinei în proba de sânge Pacienții din unitatea de hemodializă nu trebuie să ia sânge dintr-o fistulă arteriovenoasă Cu toate acestea, în unele condiții critice, preluarea sângelui într-un tub sau vacutainer din vena cubitală poate să nu fie posibilă din cauza scăderii presiunii În astfel de situații, este permisă prelevarea de sânge pentru cercetare dintr-un cateter subclavian, dar trebuie avut în vedere că lista tehnicilor efectuate va fi semnificativ limitată din cauza posibilei prezențe a heparinei în probă ANTICOAGULANTE Citrat de sodiu Citratul de sodiu leagă ionii de calciu și oprește reacțiile de coagulare Ca anticoagulant pentru determinarea celor mai mulți indicatori ai coagulării și a legăturilor plachetare ale sistemului de hemostază, trebuie utilizată o soluție , - , M de citrat de sodiu, care se prepară prin dizolvarea a , - , g de Na C H O x H?O în ml de apă Această soluție trebuie păstrată la o temperatură de + până la + CC timp de cel mult de ore Dacă nu se respectă regimul de temperatură, microflora se dezvoltă într-o astfel de soluție, în urma căreia concentrația de citrat de sodiu scade și străină apar impurități care au capacitatea potențială de a stimula trombocitele și de a activa reacțiile de coagulare Dacă există o recomandare din partea producătorilor de reactivi, utilizarea citratului de sodiu , M ( , %) este acceptabilă, cu toate acestea, trebuie avut în vedere că diferite concentrații de stabilizatori au efecte diferite asupra unui număr de indicatori de coagulare, inclusiv INR Acest efect este vizibil mai ales atunci când se compară reactivi de la diferiți producători Etilendiaminotetraacetat EDTA leagă, de asemenea, calciul, oprind coagularea Sărurile de etilendiaminotetraacetat sunt utilizate pentru stabilizarea probelor destinate determinării compoziției celulare a sângelui periferic pe analizoare hematologice Sărurile K -, K - și N ale EDTA la o concentrație de , - , mg / ml sunt, de asemenea, utilizate în studii ulterioare prin ELISA și PCR Inacceptabil STUDII COAGULOLOGICE utilizarea EDTA pentru a studia coagularea și capacitatea funcțională a trombocitelor heparină Heparina activează antitrombina plasmatică, care leagă ireversibil factorii de coagulare enzimatică Acest anticoagulant este utilizat în mod tradițional în ELISA; de regulă, de la la U / ml de sare de sodiu, potasiu sau litiu de heparină nefracționată este necesară pentru a stabiliza sângele La obținerea plasmei, acest anticoagulant nu poate fi utilizat pentru a studia proprietățile sale de coagulare și capacitatea funcțională a trombocitelor TUBURI La prelevarea și pregătirea probelor de sânge pentru studiul hemostazei, trebuie luate măsuri pentru a preveni activarea trombocitelor și reacțiile de coagulare Tuburile normale de sticlă nu trebuie folosite pentru probe de sânge deoarece sticla activează coagularea și absoarbe factorii de coagulare Siliconizarea tubului a fost folosită de mulți ani pentru a preveni aceste efecte, dar s-a raportat că unele siliconi sunt insuficiente în capacitatea lor de a preveni activarea trombocitelor În plus, această procedură este dificil de standardizat și necesită timp suplimentar Tuburile de plastic ar trebui folosite ca o alternativă la siliconizare, dar diferitele grade de plastic diferă și prin capacitatea lor de a activa reacțiile de coagulare Sistemele de colectare a sângelui în vid care conțin o soluție tamponată de , % de citrat de sodiu dau rezultate bune (tamponarea se realizează mai des cu adăugarea de acid citric) Codul de culoare ISO/DIS pentru sistemele de vid care conțin citrat de sodiu oferă capace albastru deschis sau verde; pentru tuburi cu EDTA - violet sau roșu; pentru tuburi cu heparină - verde sau portocaliu Există dovezi de rezultate bune folosind sisteme speciale CTAD (cu un stabilizator care include citrat de sodiu, trifosadenină, teofilină și dipiridamol) pentru determinarea | -tromboglobulinei, factorului trombocitar- , PAI- , controlul terapiei cu heparină prin APTT sau INR Cu toate acestea, acest stabilizator nu este potrivit pentru testarea capacității funcționale a trombocitelor RAPORT OPTIM CITRAT/SANG Deoarece majoritatea factorilor de coagulare se găsesc în plasmă, dar nu în celulele roșii din sânge, cantitatea de anticoagulant necesară depinde de hematocritul pacientului Pentru a stabiliza probele de sânge cu o valoare a hematocritului în intervalul normal (de la la %), se obișnuiește să se amestece un volum de soluție de citrat de sodiu , % cu nouă volume de sânge Dacă hematocritul se abate de la valorile indicate, acest raport trebuie modificat în conformitate cu formula Ingram: X \u d V x ( - NST) / ( - NST), unde X este volumul adăugat de , % citrat, ml; V este volumul final al tubului de sânge, ml; HCT este hematocritul pacientului, % Tehnica venopuncturii AC SI FLACON Pentru a obține probe de sânge venos, este necesar să se implice cele mai experimentate și calificate asistente de procedură capabile să STUDII COAGULOLOGICE câteva secunde pentru a perfora vena cu cel mai mic traumatism și durere pentru pacient Asistenta trebuie să citească cu atenție direcția pentru studiu, să selecteze tuburile, să determine succesiunea corectă a umplerii lor, să le marcheze și să indice momentul prelevării de sânge În unele laboratoare specializate, un tehnician de laborator este trimis pentru a asista asistenta de procedură în timpul prelevării de sânge, ceea ce poate crește semnificativ debitul camerei de tratament, poate reduce probabilitatea erorilor de dozare a citratului în timpul schimbărilor hematocritului și inexactitățile de etichetare a probei Proba de sânge se prelevează de preferință din vena cubitală; locul puncției se tratează cu alcool % și se lasă să se usuce Numai o aplicare pe termen scurt (nu mai mult de de secunde) a unui garou pe umăr este permisă, deoarece fibrinoliza este activată în timpul stazei venoase; după introducerea acului în venă, garoul este imediat relaxat sau îndepărtat Cele mai bune rezultate (ținând cont de invazivitatea, durerea, versatilitatea, viteza de umplere a eprubetelor) se obțin prin folosirea unui ac cu calibrul G Este indicat să nu se ia primii - ml de sânge pentru studiul hemostazei, astfel încât acestea sunt colectate într-o eprubetă fără anticoagulant și folosite, de exemplu, pentru obținerea serului (teste biochimice, imunologice etc ) Apoi, eprubete din plastic sau siliconate cu citrat pre-adăugat sunt umplute cu sânge din ac prin gravitație, imediat închise și amestecate prin inversare sau rotație de - ori (fără agitare) În legătură cu folosirea acelor cu diametru mai mare după puncție venoasă, în majoritatea situațiilor, mâna pacientului trebuie bandată cu - ture de bandaj, aplicând pe locul puncției un tampon de tifon cu alcool % Umplerea tuburilor cu citrat folosind seringi pentru injecții este imposibilă, deoarece atunci când sângele este aspirat și apoi transferat în tub, trombocitele și factorii de coagulare sunt activați din cauza contactului sângelui cu plasticul seringii și a spumei suplimentare din cauza mișcării turbulente de sânge în seringă SISTEME DE VACUUM SPECIALIZATE Standardul pentru laboratoarele clinice în care se studiază hemostaza este utilizarea sistemelor de vid de unică folosință (vacutainere, etc ) care conțin o soluție de citrat de sodiu , % Utilizarea lor accelerează foarte mult, standardizează procedura de prelevare a sângelui și poate reduce semnificativ împrăștierea rezultatelor Dacă se prelevează sânge pentru studiul parametrilor hemostazei prin catetere sau sisteme cu un ac fluture, este necesar să se asigure etanșeitatea completă a sistemului și umplerea preliminară a tuturor volumelor "moarte" cu sânge - lumenul cateterului în sine, acul și adaptorul, altfel poate exista o pierdere parțială a vidului și umplerea incompletă a tubului Pentru a preveni acest lucru, precum și pătrunderea bucăților de țesut deteriorat, nu este recomandat să luați sânge pentru analiza indicatorilor de hemostază în primul tub vid În condiții de coagulare pronunțată a sângelui (policitemie, deshidratare etc ), cantitatea standard de citrat în sistemele de vid este excesivă pentru un volum de plasmă redus Când se folosesc tuburi cu vid și hematocritul pacientului este peste %, o parte din soluția de citrat din tub trebuie aspirată în prealabil (de exemplu, folosind o seringă de insulină) Volumul de citrat care trebuie îndepărtat dintr-un tub cu vid standard poate fi determinat prin formula: Y \u d (V / ) x ( x HCT - ) / ( - HCT), unde Y este volumul de citrat de îndepărtat, ml; V este volumul final al tubului de sânge, ml; HCT este hematocritul pacientului, % studii de coagulare Cu o valoare scăzută ( , ; • in insuficienta renala: R - , ; p Exprimat - - Sever > : : Raportul urină la creatinina plasmatică > : : Sodiu urinar, mmol/l > Compoziția sedimentului urinar Gips hialine Celule și gips epitelial tubular, eritrocite, hemoglobină liberă, mioglobină Eritrocite, leucocite, celule atipice, cristale În funcție de formă, clinicianul poate alege terapii pentru a corecta AKI și a preveni progresia acesteia Cu ineficacitatea metodelor conservatoare de tratament pentru îndepărtarea zgurii azotate și excesul de potasiu în insuficiența renală acută, se folosesc metode extracorporale: hemodializă, hemofiltrare, hemodiafiltrare, o combinație de ultrafiltrare cu hemosorpție etc Cu leziuni renale din cauza transfuziei altor sânge de grup, hemossorbția este inacceptabilă, deoarece există o probabilitate mare de criză hemolitică repetată Utilizarea oricăreia dintre aceste metode extracorporale este necesară atunci când pacientul are următorii parametri de laborator; • uree plasmatică mmol/l cu o creștere mai mare de mmol/l pe zi; • hiperkaliemie mai mare de , mmol/l: • reducerea SB la și BE a sângelui - mmol/l și mai jos; • raportul ureei în urină și plasmă este mai mic de (la o rată de ); • concentraţia de sodiu în urină zilnică este de aproximativ mmol/l În perioada postoperatorie timpurie, mai ales la pacienții după intervenții chirurgicale majore, tulburările unui singur organ sunt mai puțin frecvente decât leziunile mai multor organe în același timp Cele mai frecvente cauze de insuficiență multiplă de organe (MOF) sunt hemoragiile intra și postoperatorii, însoțite de transfuzii masive de sânge și/sau hipoxie, datorită duratei și condițiilor operației, precum și a unui nivel mai mic decât este necesar organismului, cardiac ieșire în insuficiență circulatorie acută de orice etiologie PON este definită ca o afecțiune patologică generală severă care apare ca răspuns la o leziune semnificativă, o agresiune chirurgicală sau o boală purulent-septică și este însoțită de o defecțiune funcțională a două sau mai multe sisteme care joacă un rol important în susținerea vieții organismului În mecanismele patogenetice ale PON se distinge o variantă de dezvoltare unică sau în două faze Varianta cu o singură fază a dezvoltării PON este caracterizată prin faptul că deja în prima zi după intervenție chirurgicală sau leziune apar și progresează tulburări acute ale schimbului de gaze și insuficiență funcțională a ficatului, rinichilor și sistemului DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL URGENTELOR hemostaza etc În această variantă, PON este complicația finală premergătoare decesului Cursul PON bifazic se caracterizează prin stabilizarea temporară a stării pacientului, cu toate acestea, datorită adăugării infecției și sepsisului, se dezvoltă disfuncția celor mai importante sisteme de susținere a vieții ale corpului PON în timpul stresului sau infecției septice constă în două etape În stadiul I, există încălcări ale schimbului de gaze, ale sistemului de coagulare a sângelui, se observă o scădere a numărului de trombocite; bilirubina crește în sânge și activitatea transaminazelor (AST, ALT) crește Accesarea infecției stimulează mecanismele de apărare nespecifice, care este însoțită de activarea sistemului kinin, complement, precum și stimularea chemotaxiei granulocitelor, există o încălcare a circulației sângelui în sistemul microcirculator Acesta din urmă determină dezvoltarea insuficienței pulmonare, renale, hepatice, anemie etc În stadiul II apare decompensarea, când se formează modificări ireversibile la nivel subcelular Datorită insuficienței funcționale progresive a mitocondriilor și a altor structuri subcelulare, în loc de a utiliza carbohidrați, aminoacizii încep să fie utilizați pentru producerea de energie Acest lucru duce la inhibarea sintezei proteinelor și a proteinelor specifice, cum ar fi enzimele, factorii de coagulare a sângelui, imunoglobulinele Proprietățile de barieră ale peretelui stomacului și intestinelor sunt încălcate, apar forme fatale de hiperglicemie, hiperlactatacidemie, trombocitopenie persistentă etc De aceea, diagnosticarea în timp util și alegerea tratamentului adecvat pentru MOF sunt baza pentru prevenirea progresiei MOF și prevenirea tulburărilor, în primul rând în domeniul sistemelor vitale ale corpului stări de șoc Șocul este un concept care denotă o serie de afecțiuni similare clinic, caracterizate printr-o scădere critică a fluxului sanguin în țesuturi și dezvoltarea hipoxiei circulatorii cu oxigenarea inadecvată a țesuturilor și organelor Există trei categorii de șoc în funcție de încălcarea uneia sau alteia componente a circulației sanguine: ) hipovolemic (posthemoragic); ) cardiogen; ) vasculară, asociată cu rezistență vasculară redusă Această secțiune discută tipurile de șoc care sunt cel mai des întâlnite ca complicații ale intervențiilor chirurgicale lungi și complexe și terapiei intensive prelungite Mecanismul de declanșare pentru dezvoltarea șocului hipovolemigezic este sindromul debitului cardiac scăzut, care se formează din cauza scăderii întoarcerii venoase Acest tip de șoc se dezvoltă, de regulă, ca urmare a pierderii intense de sânge Cu o pierdere de sânge de peste % din BCC, fluxul de sânge de la periferie către circulația pulmonară începe să scadă, presiunea capilară pulmonară scade, presiunea de umplere a inimii drepte scade, CVP devine sub normal, ceea ce duce la o scădere a volumului stroke al inimii Odată cu epuizarea mecanismelor compensatorii (o scădere a întoarcerii venoase cu - %), volumul vascular scade sub valoarea critică, se dezvoltă un sindrom de ejecție mică, însoțit de centralizarea circulației sanguine Principalele caracteristici patogenetice ale șocului hipovolemic sunt debitul cardiac scăzut, presiunea capilară pulmonară scăzută și rezistența vasculară periferică totală ridicată Toate acestea sunt până la urmă DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL URGENȚELOR duce la hipoxie circulatorie din cauza aportului inadecvat de sânge și oxigen a țesuturilor Dezvoltarea șocului cardiogen se bazează pe insuficiența cardiacă acută Cea mai frecventă cauză este infarctul miocardic acut Există o scădere a volumului stroke al inimii și a debitului cardiac, presiunea în pană a capilarelor pulmonare și rezistența periferică totală cresc, iar inima dreaptă continuă de fapt să funcționeze în același mod, de exemplu fluxul sanguin de la periferie către circulația pulmonară rămâne în limitele normale Dezechilibrul specificat în activitatea părților drepte și stângi ale inimii duce rapid la depășirea circulației pulmonare, presiunea de umplere a părților drepte ale inimii și CVP cresc semnificativ Activarea simpatoadrenală exacerbează spasmul vaselor periferice, ducând la centralizarea circulației sanguine Principalele trăsături patogene ale șocului cardiogen sunt debitul cardiac scăzut, presiunea mare a capilarelor pulmonare și rezistența vasculară periferică totală Toate acestea conduc în cele din urmă la hipoxie circulatorie din cauza aprovizionării inadecvate cu sânge și oxigen către țesuturi Șocul septigian se bazează pe efectul endotoxinelor asupra sistemului de microcirculație, care este însoțit de deschiderea anastomozelor arteriovenoase În dezvoltarea șocului septic, se disting două etape: hiperdinamică, în care există o creștere a volumului pe minut ca urmare a creșterii volumului și a frecvenței cardiace cu o scădere simultană a rezistenței vasculare periferice totale și hipodinamică, când, pe măsură ce intoxicația crește, volumul stroke al inimii scade progresiv În general, caracteristicile patogenetice ale șocului septic sunt debitul cardiac ridicat, presiunea capilară pulmonară scăzută și rezistența vasculară periferică totală Toate acestea conduc în cele din urmă și la hipoxie circulatorie din cauza aprovizionării inadecvate cu sânge și oxigen către țesuturi În centrul șocului anafilactic se află eliberarea histaminei, a serotoninei și a altor substanțe biologic active în fluxul sanguin, ca răspuns la intrarea unui alergen în organism Acești metaboliți au un efect paralizant asupra sfincterului precapilar din sistemul de microcirculație, ceea ce duce la o scădere bruscă a rezistenței vasculare periferice și astfel volumul sanguin disponibil devine inadecvat dimensiunii patului vascular Acest proces poate fi evaluat ca descentralizare a circulației sanguine, adică de fapt, există o hipovolemie bruscă fără pierderea CBC Sub influența substanțelor biologic active, permeabilitatea membranelor celulare crește rapid, rezultând edem interstițial, care progresează cel mai rapid în creier, inimă și plămâni Semnele patogene ale șocului anafilactic se bazează pe rezistența vasculară periferică totală scăzută și presiunea capilară pulmonară, precum și debitul cardiac normal sau redus Toate acestea conduc în cele din urmă la hipoxie circulatorie din cauza aprovizionării inadecvate cu sânge și oxigen către țesuturi Astfel, orice stare de șoc este însoțită de hipoperfuzie și, în consecință, de un dezechilibru între consumul de oxigen al țesuturilor și adevărata nevoie de acesta În șoc de diferite etiologii, se observă cele mai pronunțate tulburări ale homeostaziei aproape tuturor părților corpului, care sunt diagnosticate folosind parametrii de laborator descriși mai sus În același timp, cea mai rapidă și mai informativă metodă de detectare a semnelor de dezechilibru de oxigen în organism este un studiu dinamic al transportului de oxigen și al concentrației de lactat DIAGNOSTIC DE LABORATOR URGENȚE Sindromul intoxicației endogene Acest sindrom poate fi definit ca o afecțiune patologică, care se bazează pe deteriorarea organelor și sistemelor corpului, cauzată de acumularea de toxine endogene în țesuturi și fluide biologice Răspunsul inflamator al organismului la o intervenție chirurgicală majoră, precum și la dezvoltarea complicațiilor precum insuficiența multiplă de organe și șocul de orice etiologie, este întotdeauna însoțit de o creștere a toxinelor din sânge, printre care radicalii liberi de oxigen și moleculele medii ocupă un loc special, iar conținutul lor poate fi determinat rapid în sânge Activarea proceselor de radicali liberi și creșterea concentrației de molecule medii inhibă funcțiile propriilor sisteme de detoxifiere și protecție ale organismului și agravează semnificativ starea clinică a pacienților, agravând gradul de hipoxie tisulară Radicalii liberi de oxigen sunt molecule foarte reactive care se formează ca rezultat al reacțiilor redox din organism și fac parte din metabolismul celular normal Oxigenul din organism este utilizat prin două procese: oxidază și oxigenază Calea oxidazei funcționează în stadiul de fosforilare oxidativă în timpul producției de energie în celule Calea oxigenazei este însoțită de formarea produselor de peroxidare a lipidelor (LPO) În condiții de hipoxie, enzimele căii oxigenazei sunt mai sensibile la scăderea tensiunii oxigenului în celule, această cale este întreruptă și tot oxigenul rezidual este comutat pe calea oxigenazei, care este însoțită de activarea LPO și acumularea de radicali liberi de oxigen Ca urmare, structura membranelor celulare este perturbată, enzimele proteolitice sunt activate și toxinele intră în sânge Principalele tipuri de radicali liberi de oxigen din corpul uman sunt radicalul superoxid (O ), care este cel mai toxic; radical hidroxil (OH)-, radical oxid nitric (NO~) și radical peroxid (ROO~) Numărul de radicali liberi este strict controlat de sistemul antioxidant, cu disfuncție a cărui număr crește numărul de radicali liberi de oxigen, ceea ce determină dezvoltarea a numeroase procese patologice în organism Componentele sistemului antioxidant sunt împărțite în mai multe grupuri Primar - previne formarea de noi radicali liberi de oxigen, aceștia includ enzimele superoxid dismutază glutation peroxidază, ceruloplasmină etc Secundar - elimină radicalii liberi înainte ca aceștia să poată iniția reacții în lanț care dăunează celulelor Acestea sunt vitaminele E C, -carotenul, acidul uric etc Componentele terțiare refac structurile celulare afectate de radicalii liberi de oxigen - enzimele de reparare a ADN-ului și metionin sulfoxid reductaza Activitatea primelor două scade aproape întotdeauna la pacienții în stare critică și numai cu un tratament dinamic adecvat care restabilește echilibrul oxigenului intră în acțiune enzimele terțiare ale sistemului antioxidant Principalele motive pentru creșterea radicalilor liberi în organism sunt stresul de orice etiologie, reacțiile inflamatorii, hipoxia și hiperoxia Ca răspuns la orice influență externă, organismul reacționează prin accelerarea metabolismului, ceea ce contribuie la adaptarea la noile condiții, iar apoi începe etapa de stabilizare Cu toate acestea, la pacienții în stare critică, sarcina depășește posibilitatea de compensare, rezultând daune cauzate în primul rând de o încălcare a reacțiilor radicalilor liberi, ceea ce duce la așa-numitul stres oxidativ Acest proces are loc în sălile de operație și unitățile de terapie intensivă, deoarece respirația controlată în combinație cu terapia farmacologică multicomponentă și multidirecțională blochează complet sistemele fiziologice de apărare ale organismului DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL URGENȚELOR Consecințele activării oxidării radicalilor liberi sunt modificări ale structurii și funcției biomembranelor, infiltrarea leucocitară a țesuturilor, creșterea permeabilității microvasculare, deteriorarea acizilor nucleici, proteinelor etc Intoxicația endogenă este întotdeauna observată pe fondul creșterii nivelului de molecule medii, care sunt unul dintre semnele timpurii ale dezvoltării complicațiilor Grupul de molecule medii include multe componente care afectează direct homeostazia: peptide, glicopeptide, aminozaharuri, poliamine, alcooli polihidroxici etc Cele mai studiate din punct de vedere al efectului lor asupra organismului sunt tipuri de peptide, fiecare dintre ele perturbând anumite legături a homeostaziei: oligopeptidele determină inhibarea metabolismului carbohidraților și a biosintezei proteinelor; pentapeptida are activitate neurotoxică; dipeptida are efect citotoxic iar tripeptida are efect imunotoxic La pacienții cu insuficiență multiplă de organe, se observă întotdeauna tulburări de peroxidare a lipidelor, exprimate în activarea reacțiilor prooxidante și inhibarea enzimelor protectoare antioxidante, precum și creșterea nivelului de molecule medii Gradul acestor modificări determină în mare măsură rezultatul intervenției chirurgicale, iar cel mai eficient tratament în aceste condiții este utilizarea precoce (și, dacă este necesar, repetată) a plasmaferezei O creștere a permeabilității membranei, eliberarea de enzime proteolitice și toxine în sânge afectează aproape toate structurile celulare și măresc frecvența și gradul de afectare a organelor Diagnosticul în timp util și tratamentul adecvat al acestor tulburări au o contribuție semnificativă la un rezultat pozitiv al bolii Coagulare intravasculară diseminată Sindromul de coagulare intravasculară diseminată (DIC) este o tulburare nespecifică a hemostazei, care este o complicație destul de comună a multor boli DIC este un proces patologic complex bazat pe coagularea masivă a sângelui care duce la blocarea microcirculației în organele vitale (inima, plămânii, ficat, rinichi, glandele suprarenale etc ) cu disfuncția lor ulterioară Mortalitatea depinde de severitatea procesului patologic care a cauzat DIC: cu cât evoluția bolii de bază este mai severă, cu atât manifestările DIC sunt mai pronunțate DIC se caracterizează prin următoarele modificări ale organelor: • tromboză microvasculară, semne de inflamație, laxitate tisulară: • disfuncția proceselor metabolice din celule DIC acută este o tulburare trombohemoragică dobândită care rezultă din formarea excesivă a trombinei și plasminei în sângele periferic Acest fenomen este întotdeauna secundar și este o consecință a principalului proces patologic care favorizează activarea sistemului de coagulare a sângelui și generarea de trombine Aceasta poate fi o leziune chirurgicală, însoțită de o pierdere mare de sânge, care necesită transfuzii masive de sânge, precum și o încălcare a alimentării cu sânge a țesuturilor din cauza dezvoltării insuficienței multiple de organe sau a șocului Tabloul patogenetic al DIC include următoarele etape ale dezvoltării sale: • hipercoagulabilitatea și formarea de trombi (caracterizate prin intrarea tromboplastinei în fluxul sanguin); • creşterea coagulopatiei de consum cu activitate fibrinolitică crescută; • stadiul de defibrinare-fibrinolitic (caracterizat prin hipocoagulare severa si trombocitopenie); DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL URGENTELOR • restaurator sau stadiu de tromboză reziduală și blocare, în care sunt restabiliți factorii de coagulare a sângelui DIC este cea mai frecventă cauză a tulburărilor periculoase ale hemostazei, însoțește forme severe de șoc traumatic, pierderi acute masive de sânge, complicații purulent-septice etc În practica clinică, cu hemoragii severe intra și/sau postoperatorii, precum și cu dezvoltarea insuficienței multiple de organe sau șoc de orice etiologie se ocupă cel mai adesea de coaulopatia de consum, însoțită de hipocoagulare severă Principalele constatări de laborator ale DIC acute sunt asociate cu epuizarea trombocitelor, consumul de factori de coagulare și fibrinoliza secundară De aceea, pe fondul hemoragiei severe, de regulă, pentru diagnosticul DIC, acestea se limitează la indicatorii prezentați în tabel - Tabelul - Teste de screening pentru diagnosticul sindromului de coagulare intravasculară diseminată indicator DIC Număr de trombocite µg/ml D-dimer pozitiv Alți indicatori ai hemostazei indică și coagularea intravasculară: fragmentul de protrombină , raportul fibrinopeptidelor A/B, proteinele activate C și S, complexul trombină-antitrombină, conținutul de factor von Willebrand etc , care poate fi determinat la cererea cercetătorilor Cu toate acestea, în cazul hemoragiei severe, combinația de parametri de laborator este indicată în tabel - este destul de suficient pentru un diagnostic rapid și clar al CID care necesită o corectare urgentă, incluzând transfuzia masivă de plasmă proaspătă congelată, administrarea de agenți antiplachetari împreună cu hemostatice și, în unele cazuri, trombolitice Totodată, nu trebuie să uităm că tratamentul optim poate fi doar cu terapie medicamentoasă simultană și corectarea altor tulburări de homeostazie În această situație, una dintre metodele de detoxifiere extracorporală, plasmafereza, poate fi foarte eficientă DISPOZITIVE NECESARE PENTRU EVALUAREA PACIENȚILOR CRITICI • Analizor de gaze cu bloc electrolit • Osmometru • Analizor biochimic expres • Coagulometre • Analizor hematologic • Agregometru trombocitar cu numărarea numărului acestora • Viscozimetru • Un dispozitiv pentru determinarea radicalilor liberi si a antioxidantilor BIBLIOGRAFIE Dementieva I I Diagnosticul de laborator și evaluarea clinică a tulburărilor de homeostazie la pacienții în stare critică / UPM MIPC - M : POLIGRAF-centrul, - p , Sumin S A Condiții urgente - M : Agenţia de Informaţii Medicale, - p Shanin V Yu Fiziopatologia stărilor critice - Sankt Petersburg: ELBI-SPb, - p Capitolul Monitorizare de laborator în timpul sarcinii MECANISMUL DE REGLARE RECIPROCĂ ÎN SISTEMUL "MAMA-PLACENTA-FĂT" Mecanismul de reglare reciprocă în sistemul "mamă-placenta-făt" este încă considerat unul dintre cele mai complexe aspecte ale endocrinologiei reproductive umane Pentru concepție, în primul rând, este necesară maturarea gameților (ouă și spermatozoizi) și implementarea procesului de fertilizare Implantarea unui blastocist este posibilă dacă activitatea ciclică a ovarelor (adică ciclul menstrual) încetează Datorită faptului că jumătate din setul de cromozomi al embrionului are o origine străină pentru mamă, este necesar să se reducă răspunsul imun al mamei Pentru protecția împotriva influențelor externe, este necesară izolarea maximă a embrionului de mediu Furnizarea acestuia cu toate componentele necesare nutriției are loc prin corpul mamei În consecință, modificările metabolismului unei femei în timpul sarcinii ar trebui determinate de interesele fătului În cele din urmă, activitatea de muncă are loc atunci când copilul este gata să se nască, adică fatul trebuie sa "informeze" mama despre debutul travaliului În reglarea endocrină a procesului gestațional, complexul fetoplacentar joacă un rol principal Lista principalelor hormoni și proteine placentare este dată în tabel - Prima condiție pentru sarcină este formarea unui ou cu drepturi depline și punerea în aplicare a procesului de ovulație Ovulația are loc de obicei cu - zile înainte de menstruația așteptată și constă în eliberarea unui ovocit de ordinul dintr-un folicul dominant rupt Intrând în trompa uterine, ovocitul în momentul fecundației suferă o a doua diviziune de reducere, se transformă într-un ou matur și după fecundare formează un zigot În - zile, zigotul se deplasează de-a lungul tubului și în stadiul de blastocist coboară în cavitatea uterină Galbenul organismului sintetizează activ hormoni sexuali - progesteron și estradiol, necesari pentru pregătirea membranei mucoase a trompei uterine și a uterului pentru transportul zigotului și implantarea embrionului timpuriu Ovulația la om este un proces spontan care necesită un folicul dominant matur Modificarea raporturilor fiziologice ale hormonilor gonadotropi este perturbată MONITORIZARE LABORATOR SARCINA Tabelul - Conținutul principalilor hormoni și compuși biologic activi din sângele unei femei gravide Compuși Surse de compuși Momentul creșterii concentrațiilor sanguine materne Blastocistul cu gonadotropină corionică umană (hCG) Trofoblast Placenta la - -a zi dupa conceptie Progesteron Corp galben Trofoblast Placenta Pana in saptamana a -a - corp galben, apoi - placenta, trofoblast Estradiol Corp galben Trofoblast Placenta Pana in saptamana a -a - corp galben, apoi - placenta, trofoblast Estriol Zona fetală a glandelor suprarenale ale fătului Placenta saptamana - de sarcina -ONP Corp galben Complex fetoplacentar prima săptămână de sarcină Cortizol Cortexul suprarenal predominant matern în prima săptămână de sarcină Adenohipofiza maternă a hormonului de stimulare a tiroidei (TSH) Placenta În primul trimestru, este posibilă o scădere a concentrației cu revenirea la normal Tiroxina (T ) Triiodotironina (Ti) Tiroida maternă C I trimestrul de sarcină Adenohipofiza maternă prolactina Țesut decidual Individual (la unele femei însărcinate deja în primul trimestru) Adenohipofiza maternă a hormonului adrenocorticotrop (ACTH) Trofoblast Placenta C I trimestrul de sarcină Lactogen placentar (somatomamotropină) Placenta Apare după - săptămâni de sarcină Inhibin Corp galben Placenta Zona fetală a cortexului suprarenal al fătului Din a -a săptămână de sarcină a-Fetoproteină (AFP) Sacul vitelin fetal Ficatul fătului Din a -a săptămână de sarcină Testosteron Stroma ovariană maternă și glandele suprarenale Nu se modifică Dehidroepiandrosteron (DHEA) Cortexul suprarenal matern Zona fetală a cortexului suprarenal al fătului Din a -a săptămână de sarcină Transcortin Globulină care leagă testosteronul-estradiol Globulină care leagă tiroxină Ficat matern Din prima săptămână de sarcină Proteine specifice sarcinii (p-gpobulină trofoblastică etc ) Trofoblast Placenta Apar din prima săptămână de sarcină MONITORIZAREA LABORATORULUI ÎN SARCINA nici o maturare a foliculului și duce la eliberarea unui ovocit inferior În acest fel, se realizează selecția celor mai complete ouă Întregul proces de pregătire pentru ovulație și fertilizare (inclusiv comportamentul sexual, modificări ale stării funcționale a sistemului reproducător, coitus) este reglat de hormonii sexuali sintetizați în corpul mamei După concepție, pentru a păstra un ovul fecundat, este necesară oprirea activității ciclice a ovarelor și prevenirea detașării endometrului Acest proces este asigurat de un hormon specific al sarcinii - gonadotropina corionica umana (hCG) Molecula hCG este formată din două subunități - a și p, care diferă în compoziția de aminoacizi; Subunitatea o (lanțul ct) are aceeași structură ca și lanțurile a ale hormonilor luteinizanți (LH), foliculo-stimulatori (FSH) și stimulatori ai tiroidei (TSH) Subunitatea P diferă de structurile similare ale FSH, LH și TSH și este determinată de activitatea biologică specifică a hCG Molecula nativă conține, de asemenea, componente carbohidrate reprezentate de galactoză, manoză și acid sialic HCG este produsă de celulele sincitiotrofoblaste Acest hormon, imitând activitatea LH și FSH, stimulează producția de hormoni sexuali în corpul galben În momentul în care zigotul (blastocistul) ajunge în cavitatea uterină, este sintetizată o astfel de cantitate de hCG care este necesară pentru a preveni atrezia corpului galben Tehnologiile de fertilizare in vitro (FIV) și metodele foarte specifice pentru determinarea hormonilor fac posibilă urmărirea momentului de apariție a hCG în sângele unei femei Hormonul este determinat deja la - zile după transferul embrionului în cavitatea uterină Odată cu dezvoltarea normală a embrionului, nivelul de hCG din sângele mamei se dublează la fiecare zile În procesul de selectare a embrionilor viabili, doar cei care sintetizează activ hCG sunt păstrați, deoarece corpul galben funcționează în aceste condiții Progesteronul modifică frecvența ritmului de secreție și inhibă sinteza GnRH de către hipotalamus, ceea ce duce la o scădere bruscă a producției de gonadotropine Inhibina, sintetizată de corpul galben, blochează secreția folitropinei de către adenohipofiză Activitatea ciclică a ovarelor se oprește și se asigură o transformare adecvată a endometrului Sinteza insuficientă a hCG duce la atrezie a corpului galben și la debutul menstruației, ca urmare, embrionul nu este implantat O serie de medicamente utilizate pentru tratarea avortului spontan (progestative sintetice) activează sinteza hCG În cazul sarcinilor multiple, conținutul acestui hormon în sânge crește proporțional cu numărul de fetuși În ultimii ani, au apărut dovezi că hCG la sfârșitul sarcinii acționează ca un tocolitic endogen, reducând activitatea contractilă uterină MONITORIZAREA SARCINII Dinamica concentrației de hCG în timpul sarcinii Începutul sarcinii este considerat momentul implantării unui ovul fecundat, și anume a - -a zi de la începerea ultimei menstruații Acest ghid oferă niveluri orientative de hCG pentru fiecare săptămână de sarcină normală (Tabelul - ) Concentrația maximă de hCG în timpul sarcinii se găsește în săptămâna - (numărând de la concepție), apoi scade treptat până cam în săptămâna a -a; din saptamana a -a si pana la sfarsitul sarcinii, concentratia ramane practic neschimbata, in medie - UI/l MONITORIZAREA LABORATORULUI SARCINII Tabelul - Indicatori normativi ai concentrației de hCG în serul sanguin în timpul sarcinii * Vârsta gestațională, săptămâni Mediană, UI/L Limite de referință, UI/L - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - *Sumarizate și prelucrate sunt date de la de laboratoare care utilizează reactivi Hoffman La Roshe, Germania pentru determinarea hCG Odată cu apariția sistemelor de testare pentru determinarea hCG în practica de laborator, a devenit posibilă diagnosticarea sarcinii precoce din ziua - după fecundarea ovulului Dezvoltarea tehnologiei FIV a făcut posibilă crearea unei baze de date cu indicatori normativi ai concentrației de hCG în sângele unei femei, începând din primele zile după implantare Cu toate acestea, sinteza hCG în primele săptămâni de dezvoltare embrionară poate varia În cele mai multe cazuri, există o creștere rapidă a concentrației hormonului după ce embrionul intră în cavitatea uterină La femeile de peste de ani și la pacienții din programul FIV, se observă o perioadă latentă - în zile nivelul hCG nu se modifică, doar din a -a zi concentrația hormonului crește rapid Poate că dinamica observată se explică prin dezvoltarea lentă a corionului în primele zile de viață ale embrionului În viitor, astfel de sarcini se pot termina cu nașterea la timp a copiilor sănătoși Întreruperea sarcinii, sarcina în curs de dezvoltare și sarcină extrauterină Cele mai frecvente patologii obstetricale din primul trimestru sunt avortul spontan, sarcina nedezvoltatoare si sarcina extrauterina Încălcarea transportului ovulelor ca urmare a peristaltismului inadecvat al trompelor uterine determină o sarcină ectopică (care are loc în mod natural) În funcție de localizarea ovulului fetal, apare o sarcină primară celiacă, ovariană sau tubară Apariția unor metode extrem de sensibile și foarte specifice pentru determinarea concentrației de hCG și dezvoltarea indicatorilor normativi ai hormonului a rezolvat problema diagnosticului diferențial al sarcinii fiziologice și extrauterine Sinteza hCG în timpul sarcinii ectopice se observă încă din primele zile după atașarea unui ovul fecundat Cu toate acestea, cu această patologie, concentrația crește mai lent, nivelul de hCG din sânge este semnificativ mai mic decât indicatorii normativi corespunzători pentru sarcina fiziologică O scădere, în comparație cu norma, a concentrației de hCG poate fi considerată ca primul semn al unei sarcini ectopice, iar plângerile pacientelor cu privire la durere sau caracteristicile ultimei menstruații sunt o confirmare suplimentară MONITORIZAREA LABORATORULUI ÎN SARCINA mânca Diagnosticul final trebuie stabilit numai după detectarea ovulului fetal prin ecografie sau laparoscopie Deci, hCG poate fi detectat nu numai în timpul sarcinii, o scădere a concentrației sale poate fi detectată cu o sarcină uterină nedezvoltată Cu toate acestea, în stadiile incipiente ale dezvoltării sarcinii tubare (de obicei până la săptămâni), dinamica concentrației hCG nu diferă de valorile normale corespunzătoare În acest sens, a fost dezvoltat un algoritm pentru diagnosticul diferențial al sarcinii ectopice Interogarea pacientului Orice încălcări ale ciclului menstrual: debut prematur al menstruației, spotting intermenstrual, sindrom de durere - sunt baza pentru analiza conținutului de hCG din sânge Cu un rezultat pozitiv al analizei, concentrația de hCG trebuie comparată cu indicatorul standard pentru o anumită perioadă de sarcină fiziologică Dacă concentrația de hCG nu corespunde vârstei gestaționale, este necesară prescrierea unei ecografii pentru a detecta ovulul fetal Detectarea unei mase tubo-ovariene sau a unui neoplasm în cavitatea abdominală cu o reacție pozitivă la hCG cu acuratețe ridicată indică o sarcină ectopică Cu un rezultat ecografic negativ și o reacție pozitivă la hCG, se recomandă redeterminarea concentrației de hCG în sângele pacientului cu un interval de - zile Absența dinamicii sau o ușoară creștere a concentrației hormonului ar trebui să fie considerată o confirmare suplimentară a unei sarcini ectopice și ar trebui prescrisă o a doua ecografie pentru a vizualiza ovulul fetal Cu o reacție negativă la hCG (concentrație mai mică de UI / l), nu se poate pune diagnosticul de "sarcină" Concentrațiile de hCG de la la UI/l trebuie considerate ca o reacție îndoielnică și este recomandabil să se repete analiza după - zile Dinamica conținutului de hCG în timpul avortului spontan și după un avort medical este identică Deoarece timpul de înjumătățire al hCG este de de ore, odată cu îndepărtarea completă a corionului, concentrația acestuia în sânge va scădea de aproximativ ori la fiecare zile Absența reziduurilor de corion poate fi monitorizată prin măsurarea concentrației de hCG în sânge la - săptămâni după un avort medical sau spontan În această perioadă, hormonul este de obicei eliminat complet din fluxul sanguin Nivelul de hCG sub UI / l este considerat o reacție negativă și indică absența corionului În sarcinile multiple, concentrația de hCG este un multiplu al numărului de corioni în curs de dezvoltare, nu al embrionilor În cazul sarcinii gemelare monocoriale, nivelul hCG din sânge corespunde indicatorilor normativi, iar în cazul sarcinii bicoriale depășește de ori indicatorul corespunzător pentru o sarcină unică Pentru o sarcina reusita, este necesara protejarea embrionului (complexul fetoplacentar) de efectele sistemului imunitar al corpului mamei Antigenele materne și paterne sunt localizate pe membranele celulelor trofoblaste ale embrionului Reacțiile imunoreglatoare locale la granița mamă-făt asigură placentei funcția de barieră imunologică În timpul sarcinii, celulele albe din sânge se formează activ și numărul total de leucocite crește Pe acest fond, numărul relativ și absolut de limfocite scade, reducând riscul de respingere imunologică a fătului încă din primele săptămâni de sarcină Cu toate acestea, anticorpii la unii antigeni fetali HLA se găsesc în sângele tuturor femeilor însărcinate În cursul fiziologic al sarcinii, în corpul mamei se formează mecanisme care suprimă dezvoltarea răspunsurilor imune MONITORIZAREA LABORATORULUI SARCINII Se presupune că principalele imunosupresoare sunt hCG și proteinele țesutului decidual al placentei (trofoblast) Dintre acestea din urmă, β-glicoproteina trofoblastică (TBG; SP- ), lactogenul placentar, proteina placentară- (PP- ) și proteina plasmatică A asociată sarcinii (PAPP-A) au cea mai mare activitate ALGORITM DE MONITORIZARE PRENATALĂ Schimbările în comportamentul reproductiv uman în ultimii de ani și utilizarea pe scară largă a tehnologiilor de reproducere asistată au crescut riscul ca bolile ereditare să rămână în populație Patologiile congenitale și ereditare ocupă locul - în structura morbidității și mortalității perinatale a nou-născuților În acest sens, pentru a crește și mai mult eficacitatea măsurilor preventive, Centrul Științific de Obstetrică, Ginecologie și Perinatologie al Academiei Ruse de Științe Medicale a dezvoltat un "Algoritm pentru monitorizarea prenatală" a femeilor însărcinate Algoritm de monitorizare prenatală în primul trimestru de sarcină Examen clinic general Determinarea grupei sanguine și a factorului Rh Teste pentru depistarea sifilisului HIV, gonoree, hepatită B și C, citomegalovirus, toxoplasmoză, chlamydia Test pentru detectarea anticorpilor împotriva virusului rubeolei Testul la tuberculina Hemostaziograma Consultarea specialistilor (terapeut, stomatolog) Ecografie ( - săptămâni) Dupa indicatii: • consiliere genetică medicală; • determinarea cariotipului soților; • Tiparea HLA a soților; • determinarea purtării heterozigote; • diagnostic prenatal invaziv (biopsie corionica, amniocenteza); • determinarea anticoagulantului lupus în sânge Îmbunătățirea metodelor de diagnosticare de laborator a făcut posibilă extinderea algoritmului de monitorizare hormonală în primul trimestru de sarcină cu scopul de a detecta precoce a unor patologii cromozomiale precum sindroamele Down și Edwards Screeningul markerilor serici din sângele mamei în primul trimestru de sarcină ( - săptămâni) - determinarea concentrației de PAPP-A și subunitatea liberă Ș-hCG Cele mai bune rezultate se obțin atunci când sunt combinate cu datele cu ultrasunete; pentru calcularea riscurilor se folosesc marimea coccix-parietala (KTR) si grosimea spatiului gulerului (TVP) În prezența datelor cu ultrasunete, calculul vârstei gestaționale se efectuează în funcție de valoarea CTE, și nu în funcție de data menstruației Proteina plasmatică A asociată sarcinii PAPP-A este o glicoproteină cu o greutate moleculară de kDa, mai întâi izolată din placentă Proteina este sintetizată în concentrație mare de trofoblasti și este detectată în sângele femeilor însărcinate Semnificația funcțională a acestei proteine este neclară Se crede că afectează activitatea secretorie și proliferativă a celulelor sistemului imunitar și are, de asemenea, activitate antiprotează În timpul sarcinii normale, concentrația de PAPP-A în sânge crește constant În fertilizarea in vitro, această proteină servește ca un marker al avortului spontan precoce O scădere a concentrației de PAPP-A (în special pronunțată în săptămâna - ) este asociată cu anomalii cromozomiale ale fătului și cele mai multe MONITORIZAREA LABORATORULUI ÎN SARCINA semnificative pentru depistarea sindromului Down De aceea, această proteină este folosită ca marker al patologiei cromozomiale fetale în primul trimestru de sarcină Examinarea combinată include determinarea PAPP-A, nivelul liber ( -subunități de gonadotropină corionica umană, precum și măsurarea cu ultrasunete a grosimii zonei gulerului (transluciditatea nucală) Această abordare permite detectarea a - % a cazurilor de sindrom Down deja în primul trimestru de sarcină Semnificația clinică și diagnostică a determinării PAPP-A • Creșterea concentrației PAPP-A: sarcină multiplă, apropierea nașterii • Reducerea concentrației de PAPP-A: Rezultatele determinării alcoolului endogen ANALIZA CHIMICO-TOXICOLOGICĂ depind în primul rând de metoda folosită Atunci când se folosesc metode neselective cu o eroare mare de măsurare (Widmark, metode Nicklu, metoda fotocolorimetrică), nivelurile maxime de alcool endogen din fluidele biologice sunt considerate a fi , - , % o Într-un studiu gaz-cromatografic al alcoolului endogen nu se determină mai mult de , - , % o Rezultatele studiului depind în mare măsură de acuratețea conformității cu metodologia de prelevare a probelor de lichide biologice, de condițiile de depozitare a probei și de transport, de eroarea metodei și de erorile în efectuarea studiilor Având în vedere cele de mai sus, detectarea alcoolului într-un fluid biologic la o concentrație mai mică de , %o nu poate indica în mod fiabil faptul consumului de alcool Prelevarea de probe de mediu biologic din mediul examinat pentru a stabili starea de intoxicație alcoolică trebuie efectuată în orice moment al zilei Prelevarea probelor trebuie efectuată în condiții care exclud înlocuirea sau înlocuirea cu alte lichide Probele etichetate trebuie sigilate astfel încât să se prevină prelucrarea neautorizată (sau falsificarea) Trebuie selectate două probe identice pentru analiză, dintre care una este marcată "K" (probă de control), păstrată timp de luni și analizată dacă este necesar un studiu de control repetat Urina este luată într-un flacon steril de penicilină uscată, care este imediat închis Saliva se colectează într-un flacon steril de penicilină uscată în cantitate de - ml și se închide imediat cu un dop Sângele este prelevat dintr-o venă folosind tuburi speciale vid în cantitate de - ml În aceste scopuri, se folosesc eprubete cu vid cu adaos de anticoagulante - heparină de sodiu, citrat de sodiu, EDTA Locul de puncție trebuie tratat cu o soluție apoasă de furacilină sau etacridină (rivanol *), și nu cu un solvent organic cum ar fi eter, izopropanol sau etanol Este clar că probele de sânge nu trebuie luate dintr-o venă care se află în prezent sub picurare Probele de mediu biologic trebuie păstrate la frigider la o temperatură de până la + °C În cazul păstrării pe termen lung a unei probe de sânge, este necesară adăugarea unui conservant, fluorură de sodiu Pentru toate flacoanele cu penicilină cu probe prelevate, dopurile sunt fixate cu capace de aluminiu folosind dispozitivul POK- , care asigură etanșarea flaconului În cazul etanșării în alt mod, flacoanele trebuie sigilate Pe fiecare flacon este aplicată o etichetă care indică numărul probei (conform carnetului de înregistrare), data și ora prelevării probei, numele persoanei examinate și al lucrătorului medical care a pregătit proba Probele de urină, sânge și salivă sunt trimise la laborator odată cu trimiterea Mediile biologice, de regulă, trebuie examinate în cel mult zile de la momentul selecției lor Acestea sunt lăsate să fie păstrate la frigider la o temperatură de până la + °C timp de zile până la examinare În timpul depozitării pe termen lung a mediilor biologice fără adăugarea unui conservant, cu o încălcare a regimului de temperatură de depozitare, se dezvoltă în ele procese de fermentație și putrefacție, care pot distorsiona semnificativ rezultatele determinării cantitative Cea mai sigură modalitate de a stabili faptul consumului de alcool și a stării de ebrietate este cuantificarea alcoolului din fluidele biologice folosind metoda GC Această metodă are specificitate și acuratețe ridicate Ordinul nr din iulie al Ministerului Federației Ruse al Federației Ruse a stabilit un prag cu o concentrație de , % o într-un test de sânge pentru alcool, peste care se face o concluzie despre intoxicația cu alcool ANALIZA CHIMICO-TOXICOLOGICĂ Echipamente Cromatograf de gaze cu detector de conductivitate termica Gaz purtător - heliu sau azot, debit - ml / min Coloana metalica, mm in diametru si m lungime, temperatura coloanei - °C Faza staționară este polietilenglicol- , purtătorul solid este cărămidă Inza sau Celite C- , fracția este de - ochiuri, modificată cu argint metalic, raportul de fază este de : În instrumentele cu detector separat și termostate pe coloană, temperatura termostatului este de - °C, iar cea a detectorului este de °C Sângele, serul, urina și saliva sunt folosite pentru analiză Analiza cantitativă se efectuează utilizând calibrarea conform metodei standardului intern, folosind raportul dintre înălțimile vârfului de etanol și vârful de propanol pentru a calcula Un grafic al dependenței de concentrația de etanol este construit pe patru puncte, folosind soluții exacte de etanol în apă Pentru a construi un grafic, se folosesc soluții de referință de etanol la o concentrație de , - , - , - , % o, care sunt supuse cromatografiei în gaze în aceleași condiții ca și probele studiate Pe graficul de pe axa x se grafică raportul dintre înălțimile vârfurilor de nitrit de etil și nitritul de propil, pentru a evita numerele fracționale, valoarea medie a raportului dintre înălțimile vârfurilor pentru fiecare concentrație de etanol este înmulțită cu Scară: cm - , % o Pe axa y sunt valorile corespunzătoare ale concentrației soluțiilor standard Scara: cm = , % o O probă de mediu biologic este pregătită pentru injectare în dispozitiv după cum urmează: , ml dintr-o soluție de propanol (standard intern) și , ml din proba de testat se adaugă într-un flacon de penicilină care conține , ml de acid tricloracetic; sticla se inchide cu un dop de cauciuc, care se fixeaza Se amestecă conținutul flaconului și se injectează , ml de soluție de nitrit de sodiu în flacon cu o seringă Flaconul se agită energic ( de mișcări ale pendulului) și se lasă timp de min Apoi, , ml din faza gaz-vapori se prelevează din flacon cu o seringă prin perforarea dopului, care se injectează imediat în dispozitiv Pentru a obține rezultate fiabile, sunt efectuate trei studii paralele Înălțimile vârfurilor sunt măsurate pe cromatogramă Pentru a calcula concentrația de alcool etilic, este mai convenabil să folosiți valoarea factorului de sensibilitate (fr), care este calculată prin formula: fr \u d (bsi / lXi \u d lhk) / h, unde h este numărul de măsurători curente Valoarea lui fr este constantă pentru o pereche dată de substanțe pe fiecare coloană și depinde de volatilitatea compușilor care se determină în condiții experimentale Concentrația de alcool etilic (C), respectiv, este determinată de formula: Cr/n = frX(h//hJ- Pentru a calcula concentrația de etanol, este necesar să se înmulțească concentrația găsită cu factorul de conversie (pentru sânge - , , pentru urină - , ) În ultimii ani, pentru determinarea cantitativă a etanolului în fluide biologice s-au folosit complexe hardware-software bazate pe cromatografe în gaze, constând dintr-un cromatograf, un computer și o unitate de interfață cu software Timpul unei analize cu procesare automată a rezultatului este de - minute În prezent, GLC în fază de vapori (GLC-PP) este de asemenea utilizat pe scară largă Această opțiune necesită ca o probă de sânge, standarde de apă cu standard intern (IS) adăugat ( : și : ) să fie păstrate pentru a stabili o fază de vapori de echilibru într-un vas închis ermetic la sau °C timp de - min O parte din faza de vapori este luată cu o seringă cu gaz și injectată în cromatograf Semnalul de vârf al etanolului este adiacent vârfului BC (propanol) încălzire prelungită ANALIZA CHIMICO-TOXICOLOGICĂ Expunerea la °C poate duce la oxidarea parțială neenzimatică a etanolului de către oxihemoglobină Adăugarea prealabilă a azidei de sodiu poate ajuta la evitarea acestui lucru Pentru a separa amestecurile complexe, trebuie folosite coloane capilare Adăugarea de clorură de sodiu sau carbonat de sodiu la o probă de sânge este o tehnică utilă pentru a dovedi urme de alcool endogen Avantajul GLC-PF față de alte metode este atât de mare încât a devenit cea mai fiabilă metodă de detectare a etanolului în laboratoarele chimico-toxicologice și criminalistice Determinarea cantitativă a etanolului în aerul expirat Cantități mici de alcool din consumul uman de băuturi alcoolice sunt excretate cu aerul expirat, ceea ce permite monitorizarea rapidă și neinvazivă a prezenței alcoolului în organism în scopuri clinice și criminalistice Pentru detectarea expresă a etanolului în sânge și a aerului expirat în mediul în afara laboratorului, se folosesc diverse dispozitive portabile - etilotest Cele mai fiabile dispozitive portabile folosesc o celulă electrochimică în care etanolul este oxidat în acetaldehidă Numărul de electroni produși de această reacție redox este proporțional cu concentrația inițială de etanol Acetona (cel mai abundent compus interferent endogen excretat în aerul expirat) nu se oxidează la suprafața electrodului, astfel încât această cetonă nu dă o reacție fals pozitivă Cu toate acestea, dacă sunt prezente concentrații mari de metanol sau izopropanol, acestea vor fi oxidate în aceeași reacție electrochimică Acest lucru este deosebit de important la interpretarea rezultatelor, deoarece izopropanolul poate fi generat endogen prin reducerea acetonei, care poate crește nivelurile sanguine la persoanele care au fost private de alimente pentru o perioadă lungă de timp (post intenționat sau forțat, dietă), sau cetoacidoza diabetică Un alt grup de dispozitive identifică alcoolul și concentrația acestuia datorită absorbției în regiunea IR (vibrații de întindere și îndoire ale legăturilor C-O-H) Selectivitatea pentru identificarea etanolului poate fi îmbunătățită printr-o combinație de detectie IR și electrochimică Este necesar să se facă distincția între rezultatele obținute la începutul și la sfârșitul expirației Dacă primele valori le depășesc pe cele finale, aceasta înseamnă prezența "alcoolului în gură" (aportul de alcool cu - de minute înainte de analiză), o masă recentă sau o încălcare a tractului gastrointestinal (eructație, "mârâit" , etc ) Interpretarea datelor cantitative privind aerul expirat depinde de scopul analizei Dacă pacientul se află sub influența alcoolului în clinică pentru tratament, concentrația de alcool este recalculată la concentrația estimată în sângele venos Pentru a face acest lucru, utilizați un factor de calibrare care este constant pentru toți indivizii Se crede că concentrația de , % o în sânge este echivalentă cu , g/mol de aer, adică : Un factor de : este uneori folosit pentru a îmbunătăți acuratețea analitică Toate instrumentele utilizate în analiză sunt calibrate pentru a măsura concentrația de alcool în sângele integral, nu în plasma sau serul acestuia La calibrarea instrumentului pentru analiza în plasmă, factorul de conversie ar trebui să fie : , deoarece sângele integral conține aproximativ % mai puțin alcool decât același volum de plasmă sau ser În practică, de regulă, conținutul cantitativ de alcool este estimat din aerul expirat Determinarea alcoolului în aerul expirat - cel mai simplu studiu de execuție - se efectuează în timpul examinărilor preventive și al unui examen medical pentru a stabili starea de ebrietate La alegerea mijloacelor tehnice în aceste cazuri, trebuie reținut că mijloacele tehnice utilizate trebuie să fie înregistrate și autorizate pentru aceasta ANALIZA CHIMICO-TOXICOLOGICĂ obiectivele Ministerului Sănătății și Dezvoltării Sociale (MHSD) al Federației Ruse, iar specialiștii care le folosesc trebuie să aibă pregătirea și specializarea corespunzătoare, determinate de asemenea de MHSD al Federației Ruse În prezent, prioritatea detectării alcoolului în vaporii de aer expirat aparține poiborilor, care se bazează pe detecția electrochimică (fixarea potențialului redox al reacției de oxidare a alcoolului) sau măsurarea vibrațiilor de întindere ale unei grupări OH legate printr-o legătură de hidrogen, sau chimisorbție Astfel de etilotest sunt compacte, pot fi folosite în laboratoare mobile Au o gamă largă de măsurare - de la la %o, cu o eroare relativă de % conform certificatelor internaționale și % - conform celor rusești, timp de măsurare până la s, timp de stabilire a modului de funcționare - nu mai mult de s Calculatoarele încorporate vă permit să păstrați în memorie până la de studii sau mai mult BIBLIOGRAFIE Eremin S K , Izotov B N , Veselovskaya N V Analiza medicamentelor - M : Gândirea, - p Chimie toxicologică Metabolismul și analiza substanțelor toxice / Ed N I Kaletina - M : GEOTAR-Media, - p Enciclopedia Testelor Clinice de Laborator / Ed N Titsa - M : Labinform, - p Clark EGC Analiza drogurilor și otrăvurilor - Londra; Pharm Press, -Voi - - P Capitolul Monitorizarea medicamentelor terapeutice Monitorizarea terapeutică a medicamentelor (TDM) este determinarea concentrației de medicamente în fluide biologice, care se efectuează pentru a detecta supradozajul și a dezvolta un regim de dozare a medicamentelor Indicații pentru TLM: • posibilitatea supradozajului cu medicamente; • necesitatea stabilirii dozei sale terapeutice; • lipsa efectului clinic din doza aplicată de medicament; • asemănarea simptomelor bolii cu simptomele efectului toxic al medicamentului; • posibilitatea de interacțiuni medicamentoase; • posibilitatea modificării farmacocineticii medicamentului în boala actuală Obiectivele monitorizării medicamentelor: • selectarea individuală a modului corect de administrare și dozare a medicamentului pentru fiecare pacient; • determinarea concentrației efective a medicamentului; • prevenirea dezvoltării efectelor toxice ale medicamentului; • modificarea dozei de medicament în funcție de starea pacientului în anumite perioade de tratament; • identificarea factorilor interdependenți care influențează tratamentul; • controlul conținutului medicamentului (în plasma sanguină) pe întreaga perioadă de tratament Criterii de selecție a medicamentelor pentru TDM: • interval îngust de concentrație terapeutică a medicamentului; • toxicitatea medicamentului; • variabilitate intraspecifică (etnică) și individuală pronunțată în farmacocinetica medicamentului; • absenţa unor efecte toxice pronunţate în abordarea empirică; • posibilitatea modificării farmacocineticii medicamentului (inclusiv modalitățile de excreție a acestuia din organism) în cazul bolilor concomitente; • suspiciunea de consum necinstit de droguri de către pacient; • posibilitatea interacțiunilor medicamentoase cu utilizarea concomitentă; MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC • necesitatea unui tratament medicamentos pe termen lung; • la efectuarea unui control medico-legal; • când medicamentul este distribuit în mai multe organe și țesuturi; • dacă efectul terapeutic/toxic al medicamentului nu poate fi stabilit în timpul examinării fizice a pacientului; • dependența farmacocineticii medicamentului de starea fiziologică a pacientului; • o creștere bruscă a concentrației medicamentului în plasmă după ce acesta intră în corpul pacientului; • farmacocinetica neliniară a medicamentului Medicamente supuse TDM: • anticonvulsivante; • antiaritmic; • anti-astm; • antidepresive și antipsihotice; • imunosupresoare; • antiviral; • antitumoral; • analgezice (analgezice non-opioide: AINS, inhibitori selectivi ai ciclooxigenazei- , derivați de pirazolonă, metamizol/analgină, derivați de paraacetaminofenol, medicamente pe bază de paracetamol); • antibiotice După administrare, concentrația medicamentului la locul de acțiune trebuie să fie în echilibru cu concentrația acestui medicament în sânge Aceasta înseamnă că efectul terapeutic optim al medicamentului este atins la o anumită concentrație medie (sau un interval mediu de concentrații) în sânge În stadiul de dezvoltare a noilor medicamente, sunt efectuate studii farmacocinetice obligatorii pentru a determina "coridorul" terapeutic optim pentru multe medicamente, adică concentrația medicamentului în sânge, la care se obține un efect terapeutic bun, iar efectele secundare și toxice sunt minimizate Selectarea unui astfel de regim de dozare este sarcina principală a medicului atunci când prescrie medicamentul METODE DE CERCETARE Pentru determinarea cantitativă a concentrațiilor de medicamente, este important să se utilizeze tehnologii cu sensibilitate și specificitate ridicate pentru compușii endogeni, alte medicamente și metaboliții acumulați • Metode imunochimice: imunofluorescență (IF), imunotest enzimatic (ELISA) • Metode de cromatografie: cromatografie în strat subțire (TLC), cromatografie gazoasă (GC), cromatografie gazoasă/ionizare plasmă (GC/PI), cromatografie gazoasă/captură de electroni (GC/SE), cromatografie lichidă de înaltă performanță (HPLC) • Spectrometrie de masă: cromatografie gazoasă/spectrometrie de masă (GC/MS), cromatografie lichidă/spectrometrie de masă (LC/MS) PARAMETRI FARMACOCINETICI Procesele care apar cu medicamente în organism pot fi descrise folosind o serie de parametri farmacocinetici • Constanta de viteză a eliminării (Kei) se caracterizează prin rata de dispariție a medicamentului din organism prin biotransformarea și excreția sa • Constanta vitezei de absorbție (Ka) caracterizează viteza cu care un medicament intră în fluxul sanguin de la locul injectării MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC • Constanta vitezei de excreție (Kex) este caracterizată de rata de excreție a medicamentului din organism • Timpul de înjumătățire prin eliminare (Tv ) - timpul necesar pentru ca concentrația plasmatică a medicamentului să fie redusă la jumătate Depinde de constanta vitezei de eliminare, care este , (T / = , /Ke ) • Perioada de jumătate de absorbție (T / , a) - timpul necesar pentru absorbția a jumătate din doza de medicament de la locul introducerii acestuia în sânge Acest indicator este proporțional cu constanta vitezei de absorbție (T ,a= , /Ka) • Timpul de înjumătățire (ТV ,р) - timpul necesar pentru a atinge concentrația medicamentului în sânge, egal cu % din concentrația sa de echilibru Se determină la echilibru între sânge și țesuturi [perioada de distribuție a medicamentului între plasma sanguină, organe bine perfuzate (inima, ficat, rinichi, plămâni) și țesuturile slab perfuzate (piele, țesuturi adipoase, musculare)] • Concentrația inițială aparentă (Co) - concentrația medicamentului, care ar fi atinsă în plasmă prin administrarea sa intravenoasă și distribuția instantanee în organe și țesuturi • Concentrația de echilibru (QJ) este concentrația medicamentului care se va stabili în plasma sanguină (ser) atunci când medicamentul intră în organism cu o viteză constantă • Concentrațiile de echilibru maxime (CssmaJ și minime (Cssmiii) sunt izolate cu administrarea (recepția) intermitentă a medicamentului la intervale regulate în doze egale • Volumul de distribuție al medicamentului (Vd) - volumul condiționat de lichid în care trebuie dizolvată întreaga doză de medicament care a intrat în organism (D) pentru a obține o concentrație egală cu concentrația inițială aparentă în sânge ser (Co) Caracterizează gradul de captare a medicamentului de către țesuturile din plasma sanguină Volumul de distribuție este determinat de formula: Vd-D/C • Clearance-ul total al unui medicament (Cit) este rata cu care un medicament este eliminat din organism Alocați clearance-ul renal (Cir) și extra-renal (Cler) Acești indicatori reflectă excreția medicamentului prin rinichi (cu urină) și alte căi (în primul rând cu bilă) Clearance-ul total este suma clearance-ului renal și extrarenal • PB - fracția molară care leagă proteinele • F este fracția molară biodisponibilă Pentru implementarea completă a TDM, sunt necesari parametri farmacocinetici cantitativi clar definiți, cu intervale de referință stabilite Alegerea criteriului TDM este influențată de proprietățile fizico-chimice ale substanțelor care alcătuiesc forma de dozare finită și determină natura interacțiunii cu obiectul biologic Eficacitatea TDM depinde de eșantionarea corectă a materialului biologic și de momentul ultimului consum al medicamentului Limitele de referință prezentate mai jos corespund celor general acceptate în literatură și sunt în concordanță cu datele științifice actuale Cu toate acestea, aceștia sunt indicatori de referință, deoarece farmacocinetica medicamentului depinde de vârsta pacientului, starea lui de sănătate, cursul bolii de bază și aportul de alte medicamente AMANTADIN Amantadina este un medicament antiviral La tinerii sănătoși, atunci când iau medicamentul în doză de mcg / zi, concentrația plasmatică este de aproximativ mcg / ml în repaus Volumul de distribuție este invers proporțional cu doza de medicament Reacții adverse dependente de doză: depresie, sevraj, incapacitate de concentrare, dificultăți de memorare a informațiilor, somnolență sau, dimpotrivă, insomnie, nervozitate, hipotensiune ortostatică MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC zia, dispepsie La o concentrație a medicamentului în ser mai mare de μg / l ( , μmol / l), se poate dezvolta psihoză Metodă de cercetare Concentrația medicamentului este determinată de GC/PI Cerințe pentru mostre Ser sau plasmă suplimentată cu heparină este necesară pentru testarea GC/PI Metodă de cercetare Concentrația medicamentului este determinată prin GC/MS, GC/PI Cerințe pentru mostre Pentru cercetarea prin metode GC/MS sau GC/PI, materialul biologic este urina Proba se păstrează la - °C Limite de referință Concentrație terapeutică - mai mult de μg / l (> , μmol / l) Această concentrație a medicamentului este necesară pentru prevenirea gripei ACID AMINOCAPRONIC Acidul aminocaproic este un inhibitor al fibrinolizei Utilizat în tratamentul sângerării crescute cauzate de hiperfibrinoliză Concentrația medicamentului în serul sanguin este de - μg / ml ( , - , μmol / l), se corelează cu timpul de liză a trombului de către streptokinază timp de - de ore Cele mai semnificative efecte secundare sunt complicațiile tromboembolice Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată prin HPLC, GLC Cerințe pentru mostre Concentrația medicamentului este determinată în ser sau plasmă (se adaugă heparină sau EDTA în plasmă) Prelevarea de sânge se efectuează la o scădere a concentrației Limite de referință Concentrația terapeutică - - μg/ml ( , - , μmol/l) Concentrația toxică nu a fost determinată Parametrii farmacocinetici • T]/ - - h • Vd - , l/kg • RV este neglijabil Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Medicamentul este excretat prin rinichi În bolile care afectează rinichii, timpul de înjumătățire al medicamentului crește și clearance-ul său total scade AMIODARON (CORDARON*) Medicamentul aparține medicamentelor antiaritmice de clasa III și este un derivat iodat al benzofuranului Intervalul terapeutic nu este bine definit De regulă, reacțiile adverse apar nu mai devreme de un an de la începerea tratamentului cu amiodarona Acestea includ o creștere a activității aminotransferazelor și a fosfatazei alcaline în serul sanguin, icter, efecte toxice asupra plămânilor MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC Metodă de cercetare Concentrația medicamentului este determinată prin HPLC Cerințe pentru mostre Concentrația medicamentului este determinată în ser sau plasmă (se adaugă heparină sau EDTA în plasmă) Proba este stabilă timp de luni la - °C Limite de referință Intervalul concentrațiilor terapeutice este de , - , μg/ml ( , - , μmol/l) Concentrație toxică -> , μg/ml (> , μmol/l) Parametrii farmacocinetici • Concentratia plasmatica maxima se atinge in - ore Tg, bifazic: faza initiala - , - zile, finala - - zile T - pentru N-deetilamiodarona - de zile • Vd - ± l/kg • Сір - , ± , ml/min per kg greutate corporală • РВ - , - , % (fracție molară care leagă proteinele: РВхО, = , - , ) • F - - % (bioacces per fracție molară: FxO, = , - , ) Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreția este efectuată de ficat Este metabolizat în ficat pentru a forma un metabolit activ, N-deetilamiodarona Interferență Unele metode HPLC nu sunt suficient de specifice pentru amidaronă În acest caz, se determină metabolitul său principal, dietilamiodarona AMITRIPTILINA Amitriptilina este un antidepresiv triciclic utilizat pentru a trata simptomele depresiei endogene La copii și adolescenți, amitriptilina este utilizată pentru a trata enurezisul Cel mai activ metabolit al amitriptilinei, nortriptilina, este de asemenea determinat în timpul studiului Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată de ICA, HPLC, GC Cerințe pentru mostre Concentrația medicamentului este determinată în ser sau plasmă (se adaugă heparină sau EDTA în plasmă) Tuburile cu gel nu pot fi folosite pentru a stoca materialul, deoarece medicamentul se leagă de acesta Prelevarea de sânge se efectuează în momentul celei mai scăzute concentrații a medicamentului în sânge într-o stare de echilibru ( ore după administrarea ultimei doze de medicament) Plasma este separată de celulele sanguine cât mai repede posibil și răcită Proba este stabilă timp de luni la - °C Limite de referință Intervalul de concentrație terapeutică a amitriptilinei este de - ng / ml ( - nmol / l), concentrația toxică este mai mare de ng / ml ( nmol / l) Intervalul de concentrație terapeutică pentru nortriptilină este de - ng/mL ( - nmol/L) În testul combinat, concentrația terapeutică este de - ng/ml, concentrația toxică este mai mare de ng/ml Nivelul critic al concentrației medicamentului este mai mare de ng/ml MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC Parametrii farmacocinetici • T ~ - h • Vd - - l/kg • C m - , + , ml/min per kg greutate corporală • RV - - % • F - - % Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreție - ficat Boala este hiperlipoproteinemia: RV O Vârsta - vârstnici: t î, Vd Î, C T - RV Dializa - hemodializă (-), dializă peritoneală (-) Interacțiuni medicamentoase Barbituricele și carbamazepina pot accelera metabolismul acestui medicament Fenitoina fenilbutazona, acidul acetilsalicilic, contraceptivele orale, haloperidolul, cloramfenicolul și fenotiazinele pot inhiba metabolismul medicamentului Concentrațiile terapeutice și toxice includ niveluri de metaboliți aminați secundari Amitriptilina este metabolizată în doi metaboliți activi (nortriptilină și -hidroxinortriptilină) Metabolismul medicamentului la pacienți este foarte variabil Reacții adverse: gură uscată, disconfort epigastric, constipație, palpitații, vedere încețoșată, retenție urinară, tahicardie, hipotensiune arterială, aritmii Poate să apară eozinofilie și au fost descrise cazuri de anemie aplastică și trombocitopenie AMOBARBITAL Amobarbitalul este un barbituric cu acțiune intermediară Creșterea dozei de medicament duce la următoarele reacții adverse: hipnotic, sedativ, comă, ținerea respirației și moarte Toxicitatea medicamentului crește atunci când este luat împreună cu etanol Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată prin ELISA, RIA, GLC, HPLC Cerințe pentru mostre Concentrația medicamentului este determinată în serul sanguin Limite de referință Intervalul de concentrație terapeutică este de - μg/ml ( - μmol/l) Concentrație toxică - mai mult de μg / ml (> μmol / l) Parametrii farmacocinetici • T - - • Va - , - , l/kg • RW - , - , % Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreție - ficat (primar) Dializa - hemodializă (+), hemoperfuzie (+), dializă peritoneală (-) Interacțiuni medicamentoase Amobarbitalul activează enzimele hepatice microzomale De aceea, cu utilizarea concomitentă cu acesta, este posibil să se reducă timpul de acțiune al doxiciclinei, anticonvulsivante - derivați de succinimidă, anticoagulante, carbamazepină, antidepresive triciclice Posibil creșterea metabolismului derivaților de xantină și reducerea efectului hipnotic MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC barbiturice, o creștere a duratei efectului inhibitor asupra sistemului nervos central de către inhibitorii de monoaminooxidază (MAO) și alte medicamente AMFETAMINĂ Amfetamina este un analog sintetic al cocainei psihostimulante Indicații pentru amfetamine: narcolepsie și tratament adjuvant al tulburării de hiperactivitate cu deficit de atenție Abuzul cronic de amfetamine poate duce la labilitate emoțională, pierderea poftei de mâncare, somnolență și retard mental Simptome ale intoxicației acute cu amfetamine: paloare, înroșirea feței, tahicardie, tahipnee, tremor, hiper- sau hipotensiune arterială, dureri în piept, tulburări de ritm și conducere ale inimii, convulsii, comă și colaps cardiovascular Doza minimă letală pentru adulți (nu dependenți de droguri) este de micrograme Nu există un antidot specific Abuzul de amfetamine este controlat de ICA O persoană abuzează de amfetamina dacă concentrația serică/plasmatică a medicamentului este de cel puțin ng/mL ( nmol/L) Pentru confirmare se efectuează GC/MS (concentrație de confirmare - ng/ml) La această concentrație, amfetamina poate fi detectată în urină în decurs de - zile de la administrare Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată de ICA, RIA, fluorimetrie, colorimetrie, HPLC (screening) Metoda de confirmare este GC/MS Cerințe pentru mostre Materialele studiate sunt serul si plasma Se adaugă EDTA în plasmă Pentru a determina concentrația medicamentului prin GC/MS, materialul de testat este urina Limite de referință Intervalul de concentrație terapeutică a medicamentului în plasmă / ser este de - ng / ml ( - μmol / l) Concentrație toxică - , μg / ml ( , μmol / l) Concentrația toxică în studiul urinei - - μg / ml ( - μmol / l) Parametrii farmacocinetici Amfetamina și metamfetamina sunt determinate în urină în a -a- -a zi după administrarea medicamentului • T / - - ore (pH urina mai mic de , ) • T - - ore (urină cu pH nedeterminat) • Vb - - l/kg • RV - - % Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreție - ficat (primar), rinichi (secundar) Interacțiuni medicamentoase Oxidarea urinei crește excreția medicamentului, alcalinizarea - reduce Interferență Clorura de sodiu dă un rezultat fals pozitiv în ELISA Laxativele și suplimentele alimentare care conțin efedrină și fenilpropanolamină ar putea da rezultate pozitive în ELISA și RIA Benzfetamina#', fenflu MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC Ramine(r), mefentermine^, phenmetrazine^, phentermine(r) pot da, de asemenea, rezultate fals pozitive în ELISA ACYCLOVIR Aciclovirul este un medicament antiviral selectiv (foarte eficient împotriva virusului herpes) Se aplică extern, interior și intravenos Absorbția sistemică prin piele este limitată Biodisponibilitatea aciclovirului scade odată cu creșterea dozei de medicament Concentrația medie de vârf a aciclovirului după administrarea repetată intravenoasă în doze de , - , ; ; μg / ml ( , ; , ; , ; , μmol / kg) la fiecare ore este , ; , ; , ; , pg/kg ( : ; : pmol/kg), respectiv Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată prin HPLC, RIA, MA Cerințe pentru mostre Materialul de testat este ser sau plasmă sanguină Proba este stabilă timp de zile la - °C Limite de referință Concentrațiile terapeutice și toxice ale medicamentului nu au fost determinate Parametrii farmacocinetici • T - - ore • Vcf - , - , l/kg • C m - , - , ml/min per kg greutate corporală • RV - - % • F - - % Când luați aciclovir, aproximativ % este absorbit pe cale orală După administrarea a mg de aciclovir, concentrația maximă în ser este de , - , μg/ml Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreția primară se face prin rinichi În bolile care afectează rinichii, timpul de înjumătățire și volumul de distribuție al medicamentului cresc, iar clearance-ul total scade La nou-născuți, timpul de înjumătățire al medicamentului crește, volumul de distribuție și clearance-ul total scad Dializa - hemodializa (+) Efecte secundare Cu administrarea parenterală, flebită, inflamație sau durere la locul injectării, sunt posibile o creștere tranzitorie a ureei și creatininei serice și insuficiența renală acută La ingerare, se observă adesea dureri de cap și tulburări gastro-intestinale ACID VALPROIC Acidul valproic este utilizat pe scară largă în tratamentul tulburărilor convulsive Studiile au arătat că pacienții cu epilepsie au un timp de înjumătățire, volumul de distribuție și clearance-ul total al medicamentului crescut în comparație cu un grup de control sănătos Efectele secundare sunt rare și includ anorexie, greață, vărsături, depresie, leucopenie, trombocitopenie și leziuni hepatice Legarea medicamentului de proteine depinde de concentrația sa în ser (cu cât concentrația este mai mare, cu atât acidul valproic se leagă mai puțin de proteine) Concentrația medicamentului liber poate fi monitorizată folosind ultrafiltrare pentru a separa medicamentul liber de medicamentul legat MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC "! Acidul valproic are un efect teratogen pronunțat (frecvența defectelor de dezvoltare a tubului neural la administrarea acestui medicament crește de ori) De aceea este posibil să se prescrie acid valproic în timpul sarcinii numai cu tulburări convulsive severe Fătul în timpul organogenezei trebuie examinat pentru defecte ale tubului neural Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată prin GLC, GC/MS, ELISA Cerințe pentru mostre Materialul de testat este ser sau plasmă Prelevarea de sânge se efectuează la o scădere a concentrației medicamentului Proba este stabilă la temperatura camerei timp de câteva ore, la - °C este stabilă timp de un an Limite de referință Intervalul concentrației serice terapeutice este de - µg/ml ( - µmol/l) Intervalul concentrațiilor serice terapeutice ale acidului valproic liber este de , - µg/ml ( - µmol/l) Concentrație toxică - mai mult de μg / ml (> μmol / l) Parametrii farmacocinetici • T la nou-născuți - ore, la copii - - ore, la adulți - - ore • Vdi - , - , l/kg • C T - , ml/min per kg greutate corporală • RV - % • G - % • T - - ore Illax Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreția primară este efectuată de ficat În bolile însoțite de scăderea funcției hepatice, se observă o creștere a T / și Vd; C T^>; reducerea RW până la % În insuficiența renală, RV este redusă la % Cu arsuri, hipoalbuminemie, sarcină, apare o scădere a VD La nou-născuți, T și Vd sunt crescute și RV este redusă La copii, TV este redus și Vd, C g sunt crescute La vârstnici, tw - " Va CIT>, RV redus Dializă - hemodializă (-), peritoneală (-) Interacțiuni medicamentoase Inductorii enzimatici microzomali (fenobarbital, fenitoina) cresc metabolismul acidului valproic si reduc durata acestuia WARFARIN Warfarina este un anticoagulant Aplicat ca amestec racemic, unde enantiomerul S este mai activ decât enantiomerul R Eficacitatea medicamentului este mai bine determinată de activitatea protrombinei plasmatice decât de concentrația medicamentului în ser Legarea proteinelor plasmatice este principalul factor în eliminarea warfarinei din organism și o cauză importantă a variațiilor individuale ale clearance-ului medicamentului O creștere a fracției libere de warfarină în plasmă duce la o creștere a clearance-ului medicamentului Factori care contribuie la agravarea hipoprotrombinemiei: alimentație inadecvată; boli ale intestinului subțire; boli asociate cu deficitul de vitamina K; boală de ficat; alcoolism cronic; febră, hipertiroidism și îmbătrânire Factori care duc la scăderea eficacității warfarinei: sarcina, hipotiroidismul, rezistența ereditară MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată prin HPLC, GLC, spectrofotometrie Cerință de eșantion Materialul de testat este ser sau plasmă Limite de referință Intervalul de concentrație terapeutică este de - μg/ml ( , - , μmol/l) Concentrație toxică - mai mult de μg / ml (> , μmol / l) Parametrii farmacocinetici • Тѵ - - ore • Vd - , - , l/kg • C m - , - , ml/min per kg greutate corporală • RV - % • F - , - % • I - ore tplh Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreția primară este efectuată de ficat Boli - insuficienta renala: Vd T, C T F-, PB i La vârstnici -\u e, Vd C m ^> Interacțiuni medicamentoase Acidul acetilsalicilic, fenilbutazona, hidratul de cloral, fenitoina elimină warfarina din albumină Odată cu utilizarea barbituricelor, etclorvinolarului, glutetimidă ^, carbamazepină, griseofulvina, rifampin(r) și fenitoină, C t crește datorită enzimelor microzomale hepatice Cloramfenicolul, disulfiramul, metronidazolul, alopurinolul, izoniazida și fenilbutazona inhibă enzimele microzomale hepatice Absorbția warfarinei este redusă atunci când este administrată concomitent cu colestiramină(r) Disulfiramul poate potența efectele warfarinei Efecte secundare Hemoragii, anorexie, greață, vărsături și diverse erupții cutanate (purpură, urticarie), alopecie În timpul tratamentului cu warfarină, există o creștere reversibilă a enzimelor hepatice Tratamentul specific pentru toxemie severă este cu vitamina K Warfarina este teratogenă și nu trebuie utilizată în timpul sarcinii HALOPERIDOL Haloperidolul este un medicament antipsihotic Reacții adverse frecvente: sedare, tulburări extrapiramidale și hipotensiune arterială Au fost descrise cazuri rare de afectare a ficatului și leucopenie Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată prin HPLC, GLC, RIA, LC/MS Cerințe pentru mostre Materialele studiate sunt ser, plasmă Tuburile de gel de separare nu trebuie folosite pentru a depozita proba Proba se păstrează la - °C Limite de referință Intervalul de concentrație terapeutică este de - ng/ml ( - nmol/l) Concentrație toxică - mai mult de ng / ml (> nmol / l) MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC Parametrii farmacocinetici • T / la administrare orală - ore, cu injecție intramusculară - ore, cu administrare intravenoasă - ore • Vd - - l/kg • CIT - - ml/min per kg greutate corporală • RV - % • F - % Atunci când este administrat oral, haloperidolul este absorbit din tractul gastrointestinal cu % Concentratia plasmatica maxima la administrare orala se atinge dupa - ore, cu injectare intramusculara - dupa - minute, cu administrare intramusculara de haloperidol decanoat* - dupa - zile Haloperidolul are un efect de "prima trecere" prin ficat Nu există metaboliți activi Pătrunde cu ușurință prin barierele histohematologice, inclusiv prin bariera hemato-encefalică Este alocat cu laptele matern Decanoatul de haloperidol este excretat în săptămâni Medicamentul este excretat prin rinichi ( %) și cu bilă prin intestine ( %) Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreția primară este efectuată de ficat Dializă - hemodializă (-), peritoneală (-) Interacțiuni medicamentoase Odată cu utilizarea simultană a haloperidolului cu medicamente care au un efect deprimant asupra sistemului nervos central (sau cu etanol), acest efect poate fi potențat, precum și depresia respiratorie și dezvoltarea hipotensiunii arteriale Cu utilizarea simultană cu medicamente care provoacă tulburări extrapiramidale, este posibilă creșterea frecvenței și severității acestora Cu utilizarea concomitentă cu medicamente cu activitate anticolinergică, este posibilă creșterea efectelor anticolinergice Cu utilizarea concomitentă cu anticonvulsivante, este posibilă modificarea tipului și/sau frecvenței crizelor epileptiforme, precum și scăderea concentrației de haloperidol în plasma sanguină Administrarea concomitentă de haloperidol cu antidepresive triciclice (inclusiv desipramină ) reduce rata de metabolizare a antidepresivelor triciclice și crește riscul de convulsii Haloperidolul potențează acțiunea medicamentelor care scad tensiunea arterială DIAZEPAM Diazepamul este un medicament din clasa benzodiazepinelor Folosit pentru a trata anxietatea, starea de epilepsie, sevrajul acut de alcool Concentrațiile terapeutice și toxice nu sunt bine definite Diazepamul este metabolizat la metaboliții săi activi, desmetildiazepam și oxazepam Abuzul de diazepam este determinat de detectarea acestor metaboliți prin ELISA Pentru confirmare se utilizează GC/MS Medicamentul este foarte solubil în lipide și se depune în țesutul adipos Efectele secundare includ somnolență, oboseală, letargie, incoordonare musculară și ataxie, tulburări de comportament, lipsa poftei de mâncare sau, dimpotrivă, creșterea apetitului Ascultați leucopenia și afectarea ficatului sunt descrise Leziunile SNC cu o supradoză de diazepam pot fi prevenite prin administrarea flumazenil, antagonist al benzodiazepinelor Timpul de înjumătățire al desmetildiazepamului (principalul metabolit) este de - de ore Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată prin HPLC, GLC, RIA MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC Cerințe pentru mostre Materialul de testat este ser sau plasmă Prelevarea de sânge se efectuează cu o scădere a concentrației medicamentului Limite de referință Intervalul de concentrație terapeutică este - ng/ml ( , - , µmol/l) Concentrație toxică - mai mult de ng / ml (> , μmol / l) Parametrii farmacocinetici • T / - - h • Vd - , l/kg • C m - , - , ml/min per kg greutate corporală • РВ- - % Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreția primară este efectuată de ficat În bolile care afectează ficatul, există o alungire a T / până la , - ore Vd - până la , - , l / kg și o scădere a C T la , ml / min per kg de greutate corporală, scade și RV Cu hipoalbuminemie, RV scade, C G și Vd cresc În timpul sarcinii, RV scade La nou-născuții prematuri se observă o alungire a T / la de ore și o scădere a VD La copii, T / se reduce la ore, Vd crește la , l / kg și C t la , ml / min per kg de greutate corporală La vârstnici: t, Î, Vd î, C T - RV Dializa - hemodializa (-), Interacțiuni medicamentoase Cimetidina(r), estrogenii, disulfiram, eritromicină, izoniazidă, acid valproic încetinesc semnificativ metabolismul diazepamului Carbamazepina și rifampicina pot crește metabolismul diazepamului Antiacidele pot reduce absorbția diazepamului DIGITOXINA Digitoxina este o glicozidă cardiacă utilizată în tratamentul insuficienței cardiace congestive și pentru a controla frecvența ventriculară la pacienții cu fibrilație atrială sau flutter Medicamentul suferă o circulație enterohepatică semnificativă Efectul severității bolii asupra farmacocineticii digitoxinei nu a fost descris în mod adecvat Efectele secundare includ lipsa poftei de mâncare, greață, vărsături, disconfort și durere în abdomen, vedere încețoșată ("voal înaintea ochilor") Există numeroase încălcări ale ritmului și conducerii inimii: • bloc AV; • tahicardie ventriculară; • bradicardie sinusala; • blocarea nodului sinoatrial; • fibrilatie atriala Sunt descrise cazuri de dezvoltare a eozinofiliei și trombocitopeniei Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată prin RIA, ELISA, TLC Cerințe pentru mostre Materialele studiate sunt ser, plasmă Proba trebuie luată în momentul concentrației celei mai scăzute, la cel puțin - ore după primirea unei doze de medicament MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC Limite de referință Intervalul de concentrație terapeutică este de - ng/ml ( - nmol/l) Concentrație toxică - mai mult de ng / ml (> nmol / l) Parametrii farmacocinetici • T / - - ore ( - zile) • Vd - , l/kg • C m - , ml/min per kg greutate corporală • РВ - - % • F- - % • Stax este atins în - ore Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreția primară este efectuată de ficat Cu sindromul nefrotoxic, Tr și C T cresc, RV scade Cu uremie: E, d -Vd C T - RV F La copii: -n>, Vd Î, C mT, RV Dializa - hemodializa (-), peritoneala (-) Interacțiuni medicamentoase Metabolizarea digitoxinei este accelerată de fenilbutazonă, fenobarbital, fenitoină, rifampin(r) Concentrația medicamentului în plasmă crește odată cu utilizarea concomitentă cu amiodarona, chinidină, verapamil, diltiazem Colestiramina ' şi colesterolul w reduc circulaţia enterohepatică a digitoxinei (reduc timpul de înjumătăţire al medicamentului) Antiacidele, colestiramina p, colesterolul *', metoclopramida caolin-pectină, neomicina, sulfasalazina pot reduce absorbţia digitoxinei DICLOFENAC Diclofenacul este un medicament antiinflamator nesteroidian Mâncatul poate reduce rata, dar nu și gradul de absorbție a medicamentului Vârsta nu afectează distribuția medicamentelor Reacții adverse: greață, vărsături, amețeli, somnolență, umflături, erupții cutanate, ulcer peptic, sângerare gastro-intestinală Concentrațiile plasmatice maxime medii ale diclofenacului după administrarea orală a sau mcg sunt de , mcg/l ( , mcmol/l) și, respectiv, , mcg/l ( , mcmol/l) Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată prin HPLC, GC Cerință de eșantion Materialele studiate sunt ser, plasmă, urină Limite de referință Nu există limite terapeutice general acceptate Parametrii farmacocinetici • T - - h • Vd - , l/kg • C T - ml/min per kg greutate corporală • RV - % • F - % • T - - ore max Concentrația substanței active în plasmă depinde liniar de mărimea dozei aplicate Medicamentul nu se acumulează, pătrunde în lichidul sinovial MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreția primară este efectuată de rinichi, secundară - de ficat Aproximativ % din doza de medicament este excretată sub formă de metaboliți prin rinichi, mai puțin de % este excretat în urină nemodificat, restul este excretat sub formă de metaboliți în bilă In bolile reumatismale Sti i Dializă - hemodializă (-), peritoneală (-), ZIDOVUDINĂ (AZIDOTIMIDINĂ*) Zidovudina este un medicament antiviral cu activitate ridicată împotriva retrovirusurilor, inclusiv a virusului imunodeficienței umane Medicamentul inhibă selectiv replicarea ADN-ului viral prin blocarea competitivă a transcriptazei inverse Nivelul maxim al medicamentului în plasma sanguină este observat la de minute după ingestie Limitele terapeutice ale zidovudinei nu sunt bine stabilite Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată prin HPLC, ELISA Cerințe pentru mostre Examinați serul sau plasma sanguină la care s-a adăugat heparină sau acid etilendiaminotetraacetic (EDTA) Proba este stabilă timp de oră la temperatura camerei, de ore la + ° C, de zile la - ° C Prelevarea de sânge se efectuează în timpul unei concentrații minime stabile a medicamentului, înainte de următoarea doză de zidovudină Eșantionul trebuie să fie marcat: "Material infecțios" Limite de referință Concentrația maximă - , μg / ml în serul sanguin se dezvoltă la - de minute după administrarea medicamentului la o doză de mg Cel mai scăzut punct de concentrație (numai înainte de următoarea doză de medicament) este mai mic de nmol / l) Concentrația critică nu este mai mică de ng/ml (> nmol/l) Parametrii farmacocinetici • T / - - h • Vd - - l/kg • C m - - ml/min per kg greutate corporală • RV - - % ' • F - - % Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreția medicamentului este efectuată de ficat Cu hiperlipoproteinemie, RV crește La persoanele în vârstă, C t scade Dializa - hemodializa (-), dializa peritoneala Interacțiuni medicamentoase Barbituricele și carbamazepina pot accelera metabolismul acestui medicament Fenitoina, fenilbutazona, scopolamina, fenotiazinele pot reduce legarea imipraminei de proteine Fluoxetina, contraceptivele orale, haloperidolul, cimetidina, cloramfenicolul, fenotiazinele pot inhiba metabolismul medicamentului Efecte secundare Gură uscată, disconfort epigastric, constipație, tahicardie, vedere încețoșată a obiectelor, retenție urinară, hipotensiune arterială, aritmii Reacții adverse rare: icter, creșterea enzimelor hepatice Au fost descrise cazuri de agranulocitoză și trombocitopenie INDOMETACINA Indometacina este un medicament antiinflamator nesteroidian Relația dintre doza medicamentului și efectul terapeutic a fost demonstrată la determinarea ratei sintezei prostaglandinelor Nu există diferențe semnificative în concentrațiile plasmatice medii stabile de indometacin la acei pacienți pentru care doza de medicament este eficientă și la cei la care această doză nu a dat un rezultat pozitiv MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC rezultat pozitiv (studii la pacienți cu poliartrită reumatoidă) Indometacina este aproape complet absorbită atunci când este administrată pe cale orală Ea suferă o recirculare enterohepatică, ceea ce determină variabilitatea timpului său de înjumătățire Reacții adverse: ulcer peptic, leucopenie, agranulocitoză, trombocitopenie, greață, vărsături, amețeli și tinitus Efectele secundare cresc odată cu creșterea concentrațiilor plasmatice de indometacină Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată prin HPLC, GC, GC/MS, TLC, RIA, ELISA Cerințe pentru mostre Materialul de testat este ser sau plasmă sanguină Proba este stabilă timp de zile la - °C Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată prin metodele GC, HPLC, TLC, RIA Cerință de eșantion Materialul de testat este urina Limite de referință Intervalul de concentrație terapeutică este de , - , μg/ml ( , - , μmol/l) Parametrii farmacocinetici T / - - h • Va - , l/kg • C m - - ml/min per kg greutate corporală • РВ - nu mai puțin de % • T - - ore, Verifica Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreția medicamentului este efectuată de ficat La nou-născuții prematuri, timpul de înjumătățire este crescut Dializa - hemodializa (-), peritoneala (-)• Interacțiuni medicamentoase Antiacidele care conțin magneziu și aluminiu pot reduce rata, dar nu și gradul de absorbție a indometacinei Bicarbonatul de sodiu crește viteza de absorbție a indometacinei Probenecid^ crește concentrația de indometacină în plasma sanguină Atunci când este administrat simultan cu indometacin, concentrațiile plasmatice de digoxină, metotrexat pot crește (medicamentul reduce excreția renală) Indometacina poate inhiba efectul diuretic al furosemidului CARBAMAZEPINĂ Carbamazepina este un anticonvulsivant, are un efect moderat antimaniacal, antidepresiv și analgezic Carbamazepina își mărește propriul metabolism prin inducerea enzimelor hepatice Medicamentul este metabolizat la metabolitul activ ( , -epoxid), care se poate acumula în insuficiența renală și poate contribui la concentrația terapeutică și toxică a carbamazepinei Semnificația acestui metabolit nu este bine definită Timpul de înjumătățire al epoxidului este de aproximativ MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC ore Efecte toxice dependente de concentrație: vedere încețoșată a obiectelor, nistagmus, necoordonare, amețeli, somnolență și diplopie Reacții adverse care nu sunt legate de concentrație: erupție cutanată urticariană, afectare hepatică, eozinofilie, inhibarea hematopoiezei Carbamazepina are un efect teratogen moderat Nu este complet clar dacă se dezvoltă ca o idiosincrazie sau este legat de nivelul medicamentului din ser Cu toate acestea, este necesar să se mențină cea mai mică concentrație posibilă de carbamazepină, ceea ce oferă un efect terapeutic bun Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată prin HPLC, GLC, GC/MS, ELISA Cerințe pentru mostre Materialele studiate sunt ser, plasmă Prelevarea de sânge se efectuează în momentul concentrației celei mai scăzute Trebuie evitată hemoliza Proba este stabilă la temperatura camerei timp de câteva ore Limite de referință Intervalul de concentrație terapeutică este de - µg/ml ( - µmol/l) Concentrație toxică - mai mult de μg / ml (> μmol / l) Parametrii farmacocinetici • T / cu o singură doză - - ore, cu doze multiple - J ore • Vd la copii - , - , l/kg; la adulți - , - , l / kg • Сір - , ml/min per kg greutate corporală • РВ - - % • F - mai mult de % Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreția medicamentului este efectuată de ficat În bolile care afectează ficatul, T / crește și C T scade In timpul sarcinii, C g creste Dializa - hemodializa (-), peritoneala (-) Interacțiuni medicamentoase Carbamazepina este un inductor al enzimelor microzomale: poate accelera eliminarea etosuxximidei, warfarinei și benzodiazepinelor Cimetidina, diltiazem, eritromicina, izoniazida, verapamilul pot crește concentrația de carbamazepină Fenobarbitalul, primidona, fenitoina îi accelerează metabolismul Acidul valproic poate crește timpul de înjumătățire al carbamazepinei și poate scădea RV KETAMINĂ Ketamina este un anestezic non-inhalator Acest medicament determină o pierdere a percepției senzoriale (anestezie disociativă), similară cu cea cu utilizarea fenciclidinei "' (posibila dezvoltare a dependenței) În secunde după administrarea intravenoasă a medicamentului, se observă dezorientare, apoi inconștiență În - La ore după trezire, există analgezie și amnezie Se observă adesea vise neplăcute sau halucinații Metabolit - norketamină, poate fi activ Utilizarea ketamina poate duce la creșterea activității ALT și AST Ketamina potențează acțiunea medicamentelor pentru anestezie prin inhalare Ketamina este incompatibilă cu barbituricele datorită formării unui precipitat MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC Metodă de cercetare Concentrația medicamentului este determinată de GLC Cerință de eșantion Materialul studiat este plasmă Limite de referință Intervalul de concentrație terapeutică este de - µg/ml ( - µmol/l) Concentrație toxică - mai mult de μg / ml (> μmol / l) Parametrii farmacocinetici • T / - - h • Vd - l/kg • C m - ml/min per kg greutate corporală • RV - - % Factorul care afectează farmacocinetica medicamentului Este excretat de rinichi în principal sub formă de metaboliți conjugați Interacțiuni medicamentoase Inhalarea de anestezice cu hidrocarburi halogenate (de exemplu, halotan) poate crește timpul de înjumătățire al ketaminei clonazepam Clonazepamul este un medicament anticonvulsivant din grupul benzodiazepinelor Manifestările de toxicitate se corelează slab cu concentrațiile plasmatice sau serice Clonazepamul este foarte solubil în lipide și, prin urmare, are un timp de înjumătățire lung și un Vd mare Reacții adverse: somnolență, oboseală, letargie, pierderea coordonării musculare, tulburări de coordonare a mișcărilor, tulburări de comportament, lipsă sau, dimpotrivă, creșterea apetitului Clonazepamul este metabolizat la -aminoclonazepam, un metabolit activ (nu are activitate anticonvulsivante) Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată prin HPLC, GLC, RIA Cerințe pentru mostre Materialele studiate sunt ser, plasmă Prelevarea de sânge se efectuează în momentul scăderii concentrației medicamentului Proba este stabilă la - °C Limite de referință Intervalul de concentrație terapeutică este de - ng/ml ( - nmol/l) Concentrație toxică - mai mult de ng / ml (> nmol / l) Parametrii farmacocinetici • Т / - - ore • Vd - , - , l/kg • C T - , - , ml/min per kg greutate corporală • RW - % • F- - % Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Medicamentul este excretat de ficat în principal sub formă de metaboliți În bolile care afectează ficatul și la copii, C t scade MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC Interacțiuni medicamentoase Fenitoina, fenobarbitalul, carbamazepina cresc rata metabolică a clonazepamului Cimetidina, estrogenii, disulfiramul și eritromicina pot inhiba metabolismul acesteia Interferență Clordiazepoxidul poate interfera cu analiza GLC clonidina Clonidina este un medicament antihipertensiv cu atat blocare a-adrenergică, cât și activitate agonistă Gura uscată se dezvoltă la o concentrație serică mai mare de ng / ml ( , nmol / l), sedare - la , ng / ml ( , nmol / l) Există o relație liniară între concentrația medicamentului în ser și modificarea presiunii arteriale medii Reacții adverse: gură uscată, sedare, impotență, hipotensiune ortostatică, bradicardie, convulsii și comă Odată cu anularea bruscă a clonidinei, uneori se dezvoltă o creștere bruscă a tensiunii arteriale (criză hipertensivă) Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată prin GC/MS, GLC, RIA Cerință de eșantion Materialele studiate sunt ser, plasmă Limite de referință Intervalul de concentrație terapeutică este de - ng/ml ( , - , nmol/l) Concentrația toxică nu a fost determinată Parametrii farmacocinetici • T / - , - , ore • Vd - , - , l/kg • C m - , - , ml/min per kg greutate corporală • РВ- - % • F - - % • T - - ore max Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreția primară este efectuată de rinichi, secundară - de ficat Dializa - hemodializa (-) LIDOCAINA Lidocaina este un medicament antiaritmic (eficient pentru aritmiile ventriculare) Lidocaina poate fi separată de starea sa legată de proteine folosind plastifianți în dispozitivele de colectare a probelor Metaboliții importanți sunt exilida de monoetil glicină (MEGX) și exilida de glicină (GX) Prima dintre ele are un efect antiaritmic Atât MEGX, cât și GX probabil să contribuie la toxicitatea medicamentului Lidocaina suferă un metabolism primar, excreția sa depinde de fluxul sanguin hepatic Odată cu prelungirea timpului de administrare a lidocainei, a fost observată o creștere a T Legarea lidocainei de proteine depinde de concentrația și pH-ul acesteia Se corelează puternic cu glicoproteina acidă cx, o proteină a cărei concentrație crește ca răspuns la inflamație sau stres Reacții adverse: parestezii, somnolență, agitație, deficiențe de auz, dezorientare, spasme musculare, convulsii, hipotensiune arterială, asistolie, aritmii, stop respirator MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată prin HPLC, GLC, GC/MS, RIA Cerințe pentru mostre Materialele studiate sunt ser, plasmă Prelevarea de sânge se efectuează nu mai devreme de de minute după doza în bolus Proba este stabilă la pH neutru și - CC timp de un an Limite de referință Intervalul de concentrație terapeutică este de , - , µg/mL ( , - , µmol/L) Concentrație toxică - - μg/ml ( , - , μmol/l); dezvolta depresie, tulburări ale sistemului nervos central, sistemului cardiovascular Convulsii, o scădere a debitului cardiac se dezvoltă la concentrații de medicament mai mari de μg / ml (> , μmol / l) Parametrii farmacocinetici • T / - , - , ore • Vd - , l/kg • C T - , - , ml/min per kg greutate corporală • РВ- - % • F - % Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreția medicamentului este efectuată de ficat În bolile care afectează ficatul, prelungirea T / și Vd, se observă o scădere a C t Insuficiență cardiacă: Vd X, C m X; infarct miocardic: t,z î Vd X, РВ О; șoc: C T X; uremie: RV O; bypass cardiopulmonar: t - , Vd X, C m X, PB Î Vârsta - nou-născuți: L Т, Vd О, СІТ X, РВ X; vârstnici: t , Vd СІТ Dializă - hemodializă (-) Interacțiuni medicamentoase Medicamentele care măresc activitatea enzimelor microzomale (fenobarbital și fenitoina) pot accelera metabolismul lidocainei Medicamentele care reduc debitul cardiac sau fluxul sanguin hepatic (propranolol, norepinefrina) pot reduce clearance-ul lidocainei Cimetidina poate reduce clearance-ul hepatic al lidocainei METHOTREXAT Metotrexatul este utilizat în bolile oncologice Concentrația terapeutică a medicamentului depinde de regimul de tratament Atunci când se prescriu doze mari de metotrexat, se utilizează frecvent și folinat de calciu (leucovorin*) Folinatul de calciu este utilizat la , sau de ore după administrarea de metotrexat (în funcție de concentrația acestuia) Biodisponibilitatea metotrexatului scade odată cu creșterea dozei Efecte secundare: oprimarea hematopoiezei, afectarea reversibilă a rinichilor, leucopenie, trombocitopenie, anemie, stomatită, inflamație a mucoaselor, greață, vărsături, diaree, erupții cutanate maculopapulare, febră, pneumotorax, colestază, creșterea activității AST și a creatininei serice sânge Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată de ICA, HPLC Cerințe pentru mostre Materialele studiate sunt ser, plasmă, lichid cefalorahidian Este necesară centrifugarea sângelui și separarea elementelor formate imediat după colectarea analizei Proba este stabilă la + °C timp de de ore; la o temperatură de - CC it MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC stabil timp de luna Prelevarea de sânge se efectuează la - de minute după administrarea intravenoasă a medicamentului, la - ore după ingestie După administrarea intravenoasă a unei doze mari de metotrexat, prelevarea de sânge se efectuează după , sau de ore Probele trebuie păstrate la întuneric Limite de referință Concentrația terapeutică este variabilă Concentrația toxică este atinsă după - săptămâni de administrare de doze mici de medicament În acest caz, concentrația toxică este mai mare de , µmol/l La administrarea de doze mari de medicament, se atinge o concentrație toxică de cel puțin , μmol / l la de ore după administrarea medicamentului Parametrii farmacocinetici • T]/ - - ore • Vd - , - , l/kg • C m - , ml/min per kg greutate corporală • RV - - % • F - % • T - - ore max Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreție primară de către rinichi, secundară - de către ficat În cazul bolii renale, C T este redus și T este prelungit Cu ascita, C T este redus Dializă - hemodializă (+), peritoneală (-), hemoperfuzie (+) Interacțiuni medicamentoase Acidul p-aminobenzoic, fenilbutazona, salicilații pot reduce legarea de proteine a medicamentului Probenecid ' și salicilații pot scădea excreția renală de metotrexat morfină Morfina este un analgezic narcotic Efecte secundare: somnolență, modificări ale dispoziției, confuzie, greață, vărsături, mioză, depresie respiratorie Antidotul pentru intoxicația cu morfină este naloxona Doza minimă letală pentru adulți este de mcg ( nmol/l) Dependenții pot dezvolta toleranță la morfină Pentru stabilirea faptului abuzului de morfină se determină imunologic concentrația limită Această concentrație separă probele pozitive de opiacee de cele negative Concentrația limită este de ng/mL ( nmol/L) echivalenți de morfină (prin GC/MS) Dacă concentrația de morfină este mai mare decât concentrația limită, medicamentul poate fi detectat în urină în - zile după utilizare Metode de cercetare Concentrația medicamentului în ser, plasma sanguină este determinată prin GLC, HPLC, RIA, ELISA, GC/MS, fluorometrie Determinarea concentrației de morfină în urină se realizează prin metoda FPIA Cerințe pentru mostre Materialul studiat este ser, plasmă Sticlăria trebuie sterilizată înainte de utilizare Proba este stabilă timp de luni la - °C Materialul de testat este urina Proba este stabilă timp de luni la - °C MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC Limite de referință Concentrația terapeutică - - ng/ml ( - nmol/l) Concentrație toxică - mai mult de ng / ml (> nmol / l) Parametrii farmacocinetici • TV - , - , h, • Vd - , - , l/kg • C m - - ml/min per kg greutate • RV - % • F- - % Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreția medicamentului este efectuată de ficat În bolile care afectează ficatul, se observă t * -Vd -\u e, C m -\u e, PB Cu hiperbilirubinemie, hipoalbuminemie, se observă o scădere a PB Dializa - hemodializa (-) OXAZEPAM Oxazepamul este un tranchilizant cu benzodiazepină cu acțiune scurtă Nu are metaboliți activi și este excretat sub formă de conjugați de glucuronide Efectele secundare includ confuzie, tulburări de coordonare a mișcărilor, agitație, hipotensiune arterială tranzitorie, amețeli, febră și dispepsie, leucopenie și leziuni hepatice Oxazepamul este un metabolit al diazepamului, clordiazepamului* , medazepamului, temazepamului(r) Utilizarea acestor benzodiazepine poate fi monitorizată prin GC/MS în urină Metode de cercetare Concentrația medicamentului în ser, plasma sanguină este determinată prin GLC, HPLC, GC/MS Determinarea concentrației de oxazepam în urină se realizează prin metodele ELISA, FPIA Limite de referință Concentrația terapeutică - , - , μg/ml ( , - , μmol/l) Concentrația toxică nu a fost determinată Parametrii farmacocinetici • T / - - ore • Vd - , - , l/kg • C m - , - , ml/min per kg greutate corporală • РВ - - % • T - ore max Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreție - ficat Boli - ficat: Vd -\u e, C T - rinichi RV: T, Vd î, C t Î, PB T; hipertiroidism: i, C m O Vârsta - vârstnici: Vd -", СІ^ -", РВ Dializa - hemodializa (-) Interacțiuni medicamentoase Probenecidul poate interfera cu legarea glucuronidelor PROCAINA Procaina este metabolizată rapid de colinesteraza plasmatică De regulă, procaina este utilizată pentru anestezia spinală, locală sau de conducere Monitorizarea unui medicament sau metabolit arată gradul periferic al acestuia MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC absorbtie Reacții adverse: hipertensiune arterială, tahicardie, midriază, convulsii Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată folosind colorimetrie, GLC Cerințe pentru mostre Materialul studiat este plasmă Este necesar să adăugați picături de arsenit de sodiu * % per ml de sânge (sau μg de ecotiopat * ') la probă - Limite de referință Concentrația terapeutică este mai mică de µg/ml ( μmol / l) Parametrii farmacocinetici • T - , - , minute • Va - , - , l/kg • Сір - , ml/min per kg de greutate corporală Medicamentul este slab absorbit prin membranele mucoase Când este administrat parenteral, este bine absorbit și hidrolizat rapid de esterazele plasmatice și tisulare cu formarea a doi metaboliți principali activi farmacologic: dietilaminoetanol (are efect vasodilatator moderat) și acid para-aminobenzoic (PABA) Factorul care afectează farmacocinetica medicamentului Medicamentul este excretat în principal prin rinichi sub formă de metaboliți ( %) PROCAINAMIDA Procainamida este un medicament antiaritmic de clasa IA Medicamentul este metabolizat de N-acetiltransferaza hepatică Principalul metabolit al procainamidei, N-acetilprocainamida (NAPA), are activitate farmacologică semnificativă și trebuie monitorizat Efectele secundare ale procainamidei includ efect aritmogen, aritmii ventriculare datorate prelungirii intervalului Q -T, încetinirea conducerii atrioventriculare și intraventriculare, hipotensiune arterială, amețeli, slăbiciune, tulburări de conștiență, depresie, delir, halucinații, reacții alergice Reacțiile de hipersensibilitate includ febră, leziuni hepatice, agranulocitoză, sindrom asemănător LES Acetilatorii lenți prezintă un risc mare de a dezvolta lupus eritematos sistemic indus de procainamidă Concentrațiile de procainamidă trebuie luate în considerare concomitent cu nivelurile NAPA Dacă suma concentrațiilor de procainamidă și NAPA este mai mare de - μg / ml, riscul de toxicitate crește Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată prin GLC, HPLC Cerințe pentru mostre Materialele studiate sunt ser, plasmă Proba este stabilă timp de săptămâni la o temperatură de - °C și timp de luni la o temperatură de - °C Prelevarea de sânge se efectuează la o scădere a concentrației medicamentului Limite de referință Concentrația terapeutică - - μg/ml ( - μmol/l) Concentrație toxică - mai mult de - μg / ml (> - μmol / l) La determinarea concentrației trebuie luată în considerare concentrația de N-acetilprocainamidă MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC Parametrii farmacocinetici • Tu - - h • Vd - - l/kg • C m - , - , ml/min per kg greutate corporală (acetilatori rapidi) • C m - , - , ml/min per kg greutate corporală (acetilatori lenți) • RV - - % • F- - % Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreția primară a medicamentului este efectuată de rinichi ( - %); secundar - ficat Boli - rinichi: t * Î, , ore; CI^ , , - , ml/min pe kg greutate corporală: insuficiență cardiacă congestivă: Vd X, C m X; t, î, С т I; obezitate: C - Vd X Vârsta - copii: tk X Vd C m T Dializa - hemodializa (+) Interacțiuni medicamentoase Nivelurile de procainamide pot fi crescute atunci când sunt luate concomitent cu amiodarona, cimitidină și ranitidină PROPRANOLOL Propranololul este un β-blocant neselectiv care acționează asupra receptorilor β și β-adrenergici Se recomandă monitorizarea medicamentoasă a propranololului la pacienții cu aritmie, angină pectorală și hipertensiune arterială Proranololul este metabolizat în timpul turnover-ului primar Principalul metabolit, -hidroxipropranololul, de asemenea, are - activitate de blocare (determinată la animale atunci când este administrat oral) Cu aportul prelungit de propranolol, acest metabolit se acumulează pe cale orală Legarea medicamentului de proteină este foarte dependentă de conținutul de acid "-glicoproteină din sânge ser (crește adesea ca răspuns la inflamație sau stres) Reacții adverse: greață, vărsături, diaree ușoară sau constipație, halucinații, coșmaruri, insomnie, oboseală, amețeli, depresie, insuficiență cardiacă și mai rar afectarea ficatului cu activitate crescută enzime Nu există nicio relație între concentrația plasmatică a medicamentului și efectul său terapeutic Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată prin HPLC, GLC Cerințe pentru mostre Materialele studiate sunt ser, plasmă Proba este stabilă la temperatura camerei timp de săptămână Stabilizarea -hidroxipropranololului poate fi realizată prin adăugarea de metadisulfit de sodiu Probele trebuie colectate la scăderea concentrației medicamentului Limite de referință Concentrația terapeutică - - ng/ml ( - nmol/l) Concentrația toxică nu a fost determinată Concentrația critică este mai mare de ng / ml (> nmol / l) Concentrație letală - mai mult de ng / ml (> nmol / l) Parametrii farmacocinetici • T, la copii - - ore, la adulti - - ore • Vd - , - , l/kg • C m - ml/min per kg greutate corporală • РВ - - % • F - % • Fracția de extracție - , MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreție - ficat Boli sau afecţiuni - ficat: t î, Vd î, C t F; insuficienta renala: C T X; hipertiroidism: Vd T, C m T; fumat: C m O; malnutriție; S t F; hipotermie: C T F; inflamație: RV T; obezitate: RV Î; sarcina: RV O Vârsta - vârstnici: t, Vd C (- Dializa - hemodializa (-) Interacțiuni medicamentoase Gelul de hidroxid de aluminiu * reduce absorbția medicamentului în tractul gastrointestinal Barbituricele și alți activatori microzomali ai enzimelor hepatice pot crește rata metabolismului propranolului Fenotiazinele și cimetidina pot crește concentrațiile plasmatice ale propranololului SERTRALINĂ Sertalin este un antidepresiv, un inhibitor specific al recaptării serotoninei ( -HT) în neuroni Are un efect foarte slab asupra recaptarii norepinefrinei (norepinefrinei) si a dopaminei În doze terapeutice, medicamentul blochează absorbția serotoninei în trombocitele umane Nu are efect stimulant, sedativ sau anticolinergic Datorită inhibării selective a captării -HT, sertralina nu crește activitatea adrenergică Nu are afinitate pentru receptorii colinergici muscarinici, serotonină, dopamină, receptorii histaminici, receptorii GABA (receptorii acidului gamma-aminobutiric), benzodiazepine și adrenoreceptorii Sertralina nu provoacă dependență de droguri, nu duce la creșterea greutății corporale cu utilizarea pe termen lung Efecte secundare: greață, vărsături, gură uscată, ejaculare întârziată Sertalin nu trebuie administrat concomitent cu inhibitori MAO sau în decurs de zile după retragerea acestora Hipersensibilitatea la sertralină este, de asemenea, o contraindicație Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată prin HPLC, GC/MS, GC Cerințe pentru mostre Materialul studiat este plasmă Proba este stabilă timp de săptămână la temperatura camerei sau luni la - °C Limite de referință Nu există concentrații terapeutice sau toxice general acceptate ale medicamentului Parametrii farmacocinetici • Т / - -Ebch • Vd - l/kg • РВ - % (РВх , - , - fracție molară care leagă proteinele) La administrarea orală de sertalină în doze de - mg o dată pe zi timp de zile, concentrația maximă în plasma sanguină este atinsă după , - , ore săptămână de tratament Principalul metabolit, N-desmetilsertralina, are o activitate farmacologică slabă Timpul de înjumătățire al N-desmetilsertralinei este de - ore Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreția medicamentului este efectuată de ficat Este excretat sub formă de metaboliți în cantități egale prin intestine și prin urină Mai puțin de , % este excretat MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC cu urina neschimbată Stare - vârstă: t, Î, C m Dializă - hemodializă (-) Interacțiuni medicamentoase Sertralina trebuie anulată cu săptămâni înainte de începerea tratamentului cu inhibitori MAO În timpul perioadei de tratament, alcoolul nu trebuie permis Cu utilizarea concomitentă cu anticoagulante, derivați cumarinici, timpul de protrombină crește semnificativ Sertralina poate înlocui alte medicamente din asocierea cu proteinele plasmatice (concentrația plasmatică a substanței active corespunzătoare crește, crește riscul de reacții adverse) Cu utilizarea simultană a sertalinului cu medicamente al căror metabolism are loc cu participarea izoenzimei CYP D , este posibilă creșterea concentrației acestor medicamente în plasma sanguină datorită inhibării izoenzimei de către sertralină Cu utilizarea simultană cu săruri de litiu * , tremorul poate crește Cu utilizarea simultană cu desipramine(r), este posibilă o creștere a concentrației de desipramină în plasma sanguină, cu cimetidină - o scădere semnificativă a clearance-ului sertralinei Cu utilizarea concomitentă cu inhibitori MAO (inclusiv selegilină * , moclobemidă), se poate dezvolta sindromul serotoninergic, care se caracterizează prin febră, rigiditate musculară, convulsii clonice și instabilitate mentală, până la dezvoltarea delirului Cu acest sindrom, este posibilă dezvoltarea comei TEOFILINĂ Teofilina aparține grupului de metilxantine Adesea folosit în tratamentul astmului bronșic și al bolii pulmonare obstructive cronice Metabolizarea teofilinei la -metilxantină (metabolitul principal) este limitată De aceea, rata de excreție a medicamentului depinde de raportul dintre doza și concentrația acestuia Există o serie de săruri de teofilină (de exemplu, aminofilină) Regimul de dozare a teofilinei trebuie să se bazeze pe concentrația plasmatică a anhidridei teofilinei Efectele toxice sunt dependente de concentrație Acestea includ greață, vărsături, tahicardie, aritmii și convulsii Unul dintre metaboliți este cofeina La nou-născuții prematuri, % din teofilină este excretată nemodificat în urină, iar restul de % este metabolizat în cofeină și acid , -dimetiluric Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată prin GLC, HPLC, RIA, ELISA, FPIA, FIA, colorimetrie Cerințe pentru mostre Materialele studiate sunt ser, plasmă Prelevarea de sânge poate fi efectuată la o scădere a concentrației medicamentului, la vârf (în aproximativ ore după ingestie) sau la o concentrație stabilă (în timpul unei perfuzii intravenoase prelungite sau la de minute după o doză intravenoasă de medicament) Se recomandă efectuarea prelevarii de probe la o concentrație stabilă a medicamentului Limite de referință Concentrația terapeutică pentru ameliorarea bronhospasmului este de - µg/ml ( -II µmol/l) Cu apnee prematură - - µg/ml ( - µmol/l) Concentrație toxică - mai mult de μg / ml (> μmol / l) MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC Parametrii farmacocinetici • Tj, la nou-născuți - , - , ore, la copii - , - , ore, la adulți nefumători - , - , ore, la fumători - , - , ore • Vd - , - , l/kg • С Ту adulților nefumători - , - , , fumători - , - , ml/min per kg greutate corporală • RW - % • F- - % Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreție - pe cale hepatică Boli - ciroză: twÎ (Xav: , h);C TX (X: , ml/min per kg greutate corporală); РВХ, ЗСН: СІ^-Х; edem pulmonar acut: L Î, ore ( - ore); C Ț X ( , - , ml/min per kg greutate corporală); edem pulmonar: C TX ( , - , ml/min per kg greutate corporală); cor pulmonar: T, C TX; pneumonie: C T ; obezitate: tH î, Cit - , , ml/min per kg greutate corporală (pe baza IWT) Vârsta - prematur: t î, Vdî, C ^ X; nou-născuți: th î, C m X, PB X; vârstnici: t, ->, Cl r-►, Vd ->, PB X Dializă - hemodializă (+), hemoperfuzie (+), peritoneală (-) Interacțiuni medicamentoase Atunci când se administrează concomitent cu triacetiloleandomicină, clearance-ul total al teofilinei C m X scade; eritromicină C m X; fenobarbital C m X; cimetidină C TX Fumatul C T O Concentrația de teofilină în serul sanguin poate crește odată cu administrarea simultană de alopurinol, metoprolol, propranolol, contraceptive orale; poate scădea odată cu administrarea concomitentă de carbamazepină, furosemid, izoniazidă, fenitoină După activitatea fizică (mers, jogging), concentrația de teofilină în ser poate scădea cu % Fluorochinolonele (ciprofloxacina, ofloxacina etc ) reduc clearance-ul teofilinei TIOPENTAL DE SODIU Tiopentalul de sodiu este un medicament cu acțiune scurtă utilizat pentru anestezia non-inhalatorie În concentrații toxice, medicamentul este de obicei utilizat în moartea clinică (pentru resuscitarea creierului) În același timp, se realizează asigurarea suplimentară a activității cardiace și pulmonare Tiopentalul de sodiu este bine solubil în grăsimi și este intens distribuit în țesutul adipos Metabolitul său pentobarbital poate fi găsit și în concentrații scăzute Principalul efect toxic al medicamentului este depresia SNC Doza minimă letală pentru tiopental de sodiu este de g ( , µmol) La concentrații mari ( μg/ml), cinetica eliminării medicamentului devine neliniară și timpul de înjumătățire poate fi prelungit până la de ore Au fost descrise cazuri rare de afectare a ficatului Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată prin GLC, GC/MS, HPLC Cerințe pentru mostre Materialele studiate sunt ser, plasmă Prelevarea de sânge se efectuează la o scădere a concentrației medicamentului Proba este stabilă până la de ore la temperatura camerei și săptămâni la - °C Limite de referință Concentrația terapeutică pentru efectul hipnotic este de - µg/ml ( - µmol/l) Pentru comă artificială - - mcg / ml ( - mcmol / l); MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC pentru anestezie non-inhalatorie - - μg/ml ( - μmol/l) Concentrație toxică - mai mult de μg / ml (> μmol / l) Parametrii farmacocinetici • T / - - h • Vd - , - l/kg • C m - - ml/min per kg greutate corporală • RV - - % Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreție - ficat Boli - ficat: Î C T ->, RV X; obezitate: tM О, Vd Î, C m-> Vârsta - vârstnici: t î, Vd T, C T -\u e, RV F Dializă - hemodializă (-) tioridazina Tioridazina este un neuroleptic Organismul produce câțiva dintre metaboliții săi, unii dintre ei sunt activi Parametrii cinetici nu sunt bine definiți Reacții adverse: hipotensiune arterială ortostatică, tulburări extrapiramidale, pigmentare a pielii, anemie, leucopenie, trombocitopenie, rar afectare hepatică, disfuncție cardiacă Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată prin GLC, HPLC, fluorometrie Cerință de eșantion Materialele studiate sunt ser, plasmă Limite de referință Concentrația terapeutică - , - , μg/ml ( , - , μmol/l) Concentrație toxică - mai mult de μg / ml (> , μmol / l) Parametrii farmacocinetici • Т / - - h • Vd - l/kg • RV - mai mult de , % Factorul care afectează farmacocinetica medicamentului Excreția medicamentului este efectuată de ficat Interferență Metaboliții și medicamentul de bază sunt determinați prin metoda fluorometrică GLC și HPLC sunt mai specifice fenitoină Fenitoina este utilizată pe scară largă în tratamentul epilepsiei Metabolismul și, prin urmare, T / ale fenitoinei depind de raportul dintre doza medicamentului și concentrația, ceea ce face dificilă titrarea dozei în funcție de concentrația serică sau plasmatică De aceea, creșterea dozei trebuie efectuată în pas A fost demonstrată o mare variabilitate a biodisponibilității metaboliților medicamentului Efecte secundare: modificări comportamentale, dispepsie, hiperplazie gingivală, osteomalacie, anemie megaloblastică, afectare hepatică, hirsutism Au fost descrise cazuri rare de trombocitopenie, leucopenie, eozinofilie Uneori, cu administrarea intravenoasă a medicamentului cu o rată semnificativă [> μg / min ( μmol / min)], este posibilă o scădere bruscă a tensiunii arteriale și o depresie severă a SNC Cu o concentrație plasmatică totală de fenitoină mai mare de μg / ml (> μmol / l), activitatea convulsivă scade MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC Medicamentul liber poate fi monitorizat prin ultracentrifugare (pentru a separa medicamentul legat de proteine de medicamentul liber) Legarea fenitoinei la proteine este dependentă de temperatură Fenitoina are un efect teratogen pronunțat De aceea, concentrația sa serice la femeile cu o posibilă sarcină și pe toată durata sarcinii ar trebui să fie minimă Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată de GLC, HPLC, RIA, ICA Cerințe pentru mostre Materialele studiate sunt ser, plasmă Prelevarea de sânge se efectuează în momentul unei scăderi constante a concentrației Proba este stabilă la temperatura camerei timp de câteva ore, la - °C - oră Limite de referință Concentrația terapeutică - - μg/ml ( - μmol/l) Concentrație toxică - mai mult de μg / ml (> μmol / l) - nistagmus lateral îndepărtat; tulburări de coordonare a mișcărilor - la o concentrație mai mare de μg / ml (> μmol / l); inhibarea abilităților mentale - la o concentrație mai mare de μg / ml (> μmol / l) Parametrii farmacocinetici • T / - - ore, la copii - ore • Vd - , l/kg • РВ - - % • F - - % • T - - ore Verifica Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreție - ficat Boli sau Afecțiuni - Ficat; t,/T Cr X, PB X; rinichi: t, X, Vd î, l/kg; RW: %; sarcina: C T Î, RV X; arsura: PB X Vârsta - prematur: î, C T X; nou-născuți: t;/ î, Vd î, Cl ^ X, RV X; copii: tk X, Vd î, C TÎ; vârstnici: Cl X Dializă - hemodializă (-), peritoneală (-) Interacțiuni medicamentoase Metabolismul medicamentelor este încetinit de izoniazidă, cloramfenicol, warfarină, disulfiram și amiodarona* Tioridazina și imipramina pot crește concentrațiile plasmatice ale medicamentului Metabolismul fenitoinei este activat de carbamazepină, clonazepam, fenobarbital, rifampină și alcool Salicilații, fenilbutazona și sulfonilureea* concurează cu fenitoina pentru legarea proteinelor serice (scăderea concentrației serice de fenitoină) Valproatul de sodiu eliberează fenitoina din legarea proteinelor și îi încetinește metabolismul Antiacidele și sucralfatul pot crește biodisponibilitatea fenitoinei FENOBARBITAL Fenobarbitalul este utilizat pe scară largă în tratamentul epilepsiei La începutul tratamentului, cel mai frecvent efect secundar este sedarea Cu toate acestea, toleranța la medicament se dezvoltă în timp Efecte toxice: depresie a sistemului nervos central, respirație, comă Doza minimă legală este de , g ( , µmol) Sunt descrise cazuri de afectare a ficatului, leucopenie, trombocitopenie Deoarece medicamentul are un timp de înjumătățire lung, atingerea unei noi concentrații la starea de echilibru poate dura câteva săptămâni Utilizarea fenobarbitalului MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC poate fi constatată prin testarea urinei cu un imunotest pentru barbiturice Confirmarea este efectuată prin GC/MS Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată de GLC, HPLC, ICA Cerințe pentru mostre Materialele studiate sunt plasma serică Prelevarea de sânge se efectuează în momentul unei scăderi constante a concentrației Proba este stabilă la temperatura camerei timp de câteva ore și timp de un an la - °C Limite de referință Concentrația terapeutică - - μg/ml ( - μmol/l) Concentrație toxică (încetinire, coordonare afectată a mișcărilor, nistagmus) - - mcg/ml ( - mcmol/l) Concentrația la care se observă comă cu păstrarea reflexelor este de - μg/ml ( - μmol/l); Coma fără păstrarea reflexelor se observă la o concentrație de medicament mai mare de μg / ml (> μmol / l) Parametrii farmacocinetici • T / la copii - - ore, la adulti - - ore • Vd - , - , l/kg, • РВ- - % • F - la administrare orală / administrată intramuscular - - % • Tmax la administrare orală - - ore, la administrare intramuscular - - ore Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreție - ficat (primar), rinichi (secundar) Boli sau afecţiuni - ficat: t î, C T X: sarcină: C T T Vârsta - nou-născuţi: Vd î, Clj-O, PB ; copii: , CI ( Î; vârstnici: t Î, RV Dializa - hemodializă (+), hemoperfuzie (+), peritoneală (+) Interacțiuni medicamentoase Acidul valproic și salicilații pot crește concentrația de fenobarbital cu % Un pH alcalin al urinei crește ionizarea medicamentului și scade reabsorbția tubulară renală Fenobarbitalul crește rata metabolică a xenobioticelor după - săptămâni de tratament FLUOXETINA Fluoxetina este un antidepresiv Concentrațiile plasmatice de fluoxetină și metabolitul său activ norfluoxetină pot fi prezise din doze exprimate în mcg/kg pe zi Concentrațiile susținute de fluoxetină sunt de și ng/ml la un regim de dozare de și, respectiv, mcg/zi Efectul antidepresiv nu se corelează cu concentrația de fluoxetină și norfluoxetină în plasma sanguină Doza letală de norfluoxetină este necunoscută Efecte secundare ale fluoxetinei: anxietate, nervozitate, diaree, somnolență, greață, insomnie, dureri de cap Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată prin HPLC, GC Cerințe pentru mostre Materialul de testat este ser sau plasmă Tuburile de gel de separare nu trebuie folosite pentru a depozita proba Proba este stabilă timp de - zile la °C Probele de plasmă pot fi păstrate la - °C timp de până la luni MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC Limite de referință Concentrația terapeutică de fluoxetină - ng / ml ( - nmol / l); norfluoxetină - - ng/ml ( - nmol/l); combinații fluoxetină + norfluoxetină - - ng/ml Concentrația toxică a combinației fluoxetină + norfluoxetină este mai mare de ng/ml (> nmol/l) Parametrii farmacocinetici • T / - - zile (norfluoxetină - - zile) • Vd - - l/kg • RV - - % • F - % Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreție - ficat Boli sau afecțiuni - disfuncție hepatică: î, C m X Vârsta - t, Î, dar nu semnificativ Dializa - hemodializa (-) Interacțiuni medicamentoase Fluoxetina este un inhibitor al enzimelor citocromului P- Atunci când se administrează simultan cu fluoxetină în plasmă, crește concentrația de fenitoină, carbamazepine, haloperidol, diazepam Utilizarea simultană a fluoxetinei și a inhibitorilor MAO sau a L-triptofanului poate provoca sindrom serotoninergic Inhibitorii MAO nu trebuie prescriși în decurs de săptămâni după oprirea fluoxetinei CLORAMFENICOL Cloramfenicolul este un antibiotic cu spectru larg Palmitatul și succinatul de cloramfenicol sunt hidrolizați în organism la cloramfenicol (forma activă) Efecte secundare: oprimarea hematopoiezei (leucopenie, trombocitopenie, aplazie a măduvei osoase cu pancitopenie), greață, vărsături, diaree, iritații ale pielii la nivelul perineului Inhibarea hematopoiezei apare ca urmare a hipersensibilității sau a reacției idiosincratice Poate dezvolta leucopenie și trombocitopenie dependente de doză Rareori, apar leziuni hepatice Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată prin HPLC, GLC, ICA Cerințe pentru mostre Materialele studiate sunt ser, plasmă Prelevarea de sânge se efectuează în momentul unei scăderi constante a concentrației medicamentului Proba trebuie centrifugată, divizată și congelată dacă nu este analizată imediat Limite de referință Concentrația terapeutică - - μg/ml ( - μmol/l) Concentrație toxică - mai mult de μg / ml (> μmol / l) Sindromul copilului gri se dezvoltă la concentrații de medicament de - µg/ml ( - µmol/l) Parametrii farmacocinetici • T / la nou-născuți până în a -a săptămână - de ore; până la - săptămâni - ore, la adulți - , - ore • Vd - , l/kg • C T - , - , ml/min per kg greutate corporală • РВ- - % • F- - % MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreție - ficat (primar), rinichi (secundar) Boli - ciroză: t Î, ClTX, RV X Vârsta - prematur și neonatal: C Î C TX, RV X Dializa - hemodializa (+), peritoneală (-) Interacțiuni medicamentoase Cloramfenicolul încetinește metabolismul medicamentelor supuse reacțiilor oxidative CLORODIAZEPOXID Clordiazepoxidul este un tranchilizant din grupa benzodiazepinelor Concentrațiile terapeutice și toxice nu sunt bine definite Reducerea anxietății se corelează cu concentrația metaboliților medicamentelor (desmetilclordiazepoxid și demoxepam), și nu cu clordiazepoxid Efectele secundare includ somnolență, tulburări de coordonare a mișcărilor, cefalee, tulburări sexuale, amețeli, depresie respiratorie, hipotensiune arterială Au fost descrise cazuri rare de colestază și leucopenie Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată prin HPLC, GLC, ICA Cerințe pentru mostre Materialele studiate sunt ser, plasmă Prelevarea de sânge se efectuează în momentul scăderii concentrației ( - ore după ingestie), la vârful concentrației ( ore după administrarea medicamentului) Limite de referință Concentrația terapeutică - - ng/ml ( , - , μmol/l) Concentrație toxică - mai mult de ng / ml (> , μmol / l) Parametrii farmacocinetici • T / - - ore; cu boli de rinichi - - ore • Vd - , l/kg • C m - , ml/min per kg greutate corporală • RV - - % • F - % Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreție - ficat (primar), rinichi (secundar) Boli hepatice: î, Vd T, C J X PB X Vârsta - vârstnici: î, Vd Î, C mX-> Dializa - hemodializa (-) Interacțiuni medicamentoase Carbamazepina poate crește rata metabolismului medicamentului Cimetidina, estrogenii, disulfiramul, eritromicina pot reduce rata metabolismului său CLORPROMAZINĂ Clorpromazina este o fenotiazină utilizată pe scară largă ca antipsihotic Limitele terapeutice și toxice nu sunt bine definite În organism, se formează metaboliți ai medicamentului, ceea ce complică foarte mult interpretarea concentrațiilor serice Metodele spectrofotometrice nu sunt aplicabile, deoarece medicamentul părinte și metaboliții nu sunt diferențiați Efectele secundare includ leșin, tahicardie, congestie nazală, gură uscată, constipație, hipotensiune ortostatică, scăderea sau MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC febră, tulburări ex-grapiramidale (sindromul Parkinson), reacții distonice acute, dischinezie tardivă, icter, leucocitoză, trombocitopenie, leucopenie, eozinofilie, reacții cutanate, test Coombs pozitiv, activitate crescută a ALT și AST în serul sanguin Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată prin GLC, GC/MS, HPLC, ICA Cerințe pentru mostre Materialele studiate sunt ser, plasmă Prelevarea de sânge se efectuează în momentul scăderii concentrației Proba trebuie păstrată la - °C până la examinare Limite de referință Concentrația terapeutică la copii este de - ng/ml ( - nmol/l), la adulți - - ng/ml ( - nmol/l) Concentrație toxică - mai mult de ng / ml (> nmol / l) Parametrii farmacocinetici • T, - de ore • - l/kg • C T , - , ml/min per kg greutate corporală • RV - - % • F - % LJ Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreție - ficat Vârsta - copii: S TF, vârstnici: Dializă - hemodi- lys (-), peritoneal (-) Interacțiuni medicamentoase Utilizarea cu antidepresive ciclice crește riscul de sindrom neuroleptic malign Antidepresivele triciclice, inhibitorii MAO pot crește efectele anticolinergice și sedative ale clorpromazinei, iar antidepresivele ciclice pot scădea rata de metabolizare a fenotiazinelor Litirul poate reduce absorbția clorpromazinei ciclosporină Ciclosporina este un imunosupresor care se leagă puternic de eritrocite și apoproteinele plasmatice Legarea medicamentului depinde de temperatură și de concentrația acestuia Principalul efect secundar este nefrotoxicitatea dependentă de doză Alte reacții adverse includ hirsutismul, hiperplazia gingivală, afectarea ficatului, hipertensiunea arterială, anafilaxia, neurotoxicitatea și tulburările limfoproliferative Pentru ciclosporină, a fost descrisă recirculația enterohepatică Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată de ICA, HPLC Cerință de eșantion Materialul de testat este sânge integral Limite de referință La transplantarea rinichilor, concentrația terapeutică la ore după doză este de - ng/ml ( - nmol/l); după de ore - - ng/ml ( - nmol/l) ₽ MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC În transplantul de inimă, concentrația terapeutică este de ore după o doză de - ng/ml ( - nmol/l); La de ore după doză - - ng / ml ( - nmol / l) În transplantul de măduvă osoasă, concentrația terapeutică la ore după doză este de - ng/ml ( - nmol/l) Concentrație toxică - mai mult de ng / ml (> nmol / l) Parametrii farmacocinetici • L - h • Va - , - , l/kg • C m - , - , ml/min per kg greutate corporală • RV - % • F- - % • T Ix ' H' Ciclosporina este distribuită în principal în afara fluxului sanguin În plasma sanguină - de la la % din substanța activă, în limfocite - de la la %, în granulocite - de la la %, în eritrocite - de la la % În organism se formează aproximativ metaboliți Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreția medicamentului este efectuată de ficat, % este excretat de rinichi în principal sub formă de metaboliți și doar , % este excretat nemodificat Boală hepatică: C T Vârsta: С тТ Dializă - hemodializă (-), peritoneală (-) Interacțiuni medicamentoase Hormonii androgeni, cimetidina, danazolul, diltiazemul, eritromicina, estrogenii, ketocanosolul, miconazolul pot crește concentrația plasmatică a ciclosporinei Fenitoina, combinația de rifampină + izoniazidă , fenobarbital crește clearance-ul general al medicamentului Terapia pe termen lung cu glucocorticoizi crește, de asemenea, clearance-ul total al ciclosporinei Aminoglicozidele, amfotericina B, cotrimoxazolul, melfalanul, furosemidul și medicamentele antiinflamatoare nesteroidiene pot potența nefrotoxicitatea ciclosporinei Absorbția ciclosporinei pe cale orală poate depinde de timpul după intervenție chirurgicală, doza administrată, starea gastrointestinală, drenajul extern al bilei, bolile hepatice și alimentele Cimetidină Cimetidina este un blocant al receptorilor H , La o concentrație serica mai mare de μg/ml (> μmol/l), aciditatea sucului gastric scade cu - %, Efectele secundare includ dureri de cap, amețeli, slăbiciune, dureri musculare, constipație , diaree, erupții cutanate, delir, halucinații, ginecomastie și comă Cele mai multe dintre aceste efecte au fost descrise la vârstnici și/sau la insuficiență renală Au fost descrise cazuri rare de pancitopenie, granulocitopenie și trombocitopenie Metodă de cercetare Concentrația medicamentului este determinată prin HPLC Cerințe pentru mostre Materialele studiate sunt ser, plasmă Prelevarea de sânge se efectuează în momentul scăderii concentrației medicamentului Limite de referință Concentrația terapeutică - , - , μg/ml ( - μmol/l) Concentrație toxică - mai mult de , μg / ml (> , μmol / l) MONITORIZAREA MEDICAMENTULUI TERAPEUTIC Parametrii farmacocinetici • T, - , ore • Vd - , - , l/kg • C T - ml/min per kg greutate corporală • RV - - % • F- - % • T - , - , ore Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreție - rinichi (primar), ficat (secundar) Boli de rinichi: t Î, Vd C T -, Vârsta - vârstnici: t,, î, Vd -, C T - Dializă - hemodializă (±), peritoneală (-), hemoperfuzie (+) Etosuximidă Etosuximida este un medicament antiepileptic Efectele toxice nu se corelează cu concentrația serică Efectele secundare dependente de concentrație includ greață, vărsături, anorexie, dureri de cap, oboseală, letargie și amețeli Medicamentul poate provoca anemie aplastică, leucopenie, trombocitopenie Este descris că, atunci când se administrează etosuximidă, este posibilă o reacție Coombs pozitivă și un titru crescut de anticorpi antinucleari Activitatea AST seric poate fi crescută Metode de cercetare Concentrația medicamentului este determinată prin HPLC, GLC, ICA Cerințe pentru mostre Materialele studiate sunt ser, plasmă Prelevarea de sânge se efectuează în momentul scăderii concentrației medicamentului Proba este stabilă timp de câteva ore la temperatura camerei Limite de referință Concentrație terapeutică - - μg / ml ( - μmol / l), concentrație toxică - mai mult de μg / ml (> μmol / l) Parametrii farmacocinetici • Ts la copii - - ore, la adulti - - ore • Vd - , l/kg • C T - , - , ml/min per kg greutate corporală • RV este neglijabil • T - - ore max Factori care afectează farmacocinetica medicamentului Excreție - ficat Vârsta - copii: t -, Vd C^î Dializa - hemodializa (+) Interacțiuni medicamentoase Carbamazepina, fenobarbitalul, fenitoina, pirimidona pot crește rata metabolismului medicamentului Acidul valproic poate crește sau scădea concentrațiile plasmatice ale etosuximidei Index de subiect A Adenocarcinom - stomac - pancreas - prostata Acantocitoză Acromegalia Alanina aminotransferaza Algoritm de monitorizare prenatală Albumină , Aldosteron Alfa-amilaza - generalul - pancreatic Alfa-antitripsină Alfa-macroglobulină Amenoree Amilaza urinară Amoniu Analiză - hibridizare - ELISA - in format micro tableta ohm - imunochimic - total sanguin - imun multiplex - radioimun - chimico-toxicologic - barbiturice - în toxicologie clinică - canabinoizi - cocaina - narcotice - opiacee - alcooli - fenilalchilamine - fenotiazine -cromozomul - citogenetică Analize de laborator Angiotensină Androgeni Anemia - aplastic - hemolitic - autoimun - hipocrom - Donat-Landsteiner - deficit de fier - megaloblastic - normocrom - posthemoragic - secera - Fanconi - deficit de acid folic Anomalii cromozomiale Anticoagulante Antistreptolizin- Antitripsina Antitrombina , Apoliproteine Aspartat aminotransferaza Achilia Acholia Acidoza metabolică B Proteină - Bence-Jones - urină - generalul - Tamm-Horsfall - fracțiunile serului sanguin Bilirubină Boala - Addison - Alzheimer - basedova - Bernard Soulier - Winkel - Gaucher - Itsenko-Cushing - Klinefelter - Coroana - Cushing , - Marchiafava Micheli , - mielom - Minkowski-Chofard - Moshkovitsa - economii - metabolismul ereditar - Niemann-Pika - Pagina - Reiter - Scott - lanturi grele - Whipple - Fechtner ÎN Vitamina - B Timp - tromboplastina parțială activată - protrombina - reptilian - coagularea sângelui - activat - caolin - trombina G Galactozemie Galactosiloxilizina Gamma-glutamiltransferaza Haptoglobina Hemoglobina glicata Hematopoieza - granulocitopoieza - limfocitopoieza - megacariocitopoieza - monocitopoieza - regulamentul - eritropoieza Genetica Hipertiroidismul Hiperclorhidrie P-shogonadism feminin Pipopituitarismul Hipotiroidismul Glucagon Glucoza - sânge - urina Glucozurie Homocisteina Gonadotropina corionică Hormonul - adrenocorticotrop - anti-Muller - luteinizare - paratiroidă - somatotrop - testosteron INDEX - tireotrop - foliculostimulant D Dehidroepiandrosteron Deoxipiridinolină Defensin Diagnosticare - biochimic - laborator - analitică - fiabilitatea analitică - caracteristicile analitice ale metodelor - caracterul informativ al cercetărilor - controlul calității , - sistemul federal - reguli de control - criterii de performanță - condiții de urgență - hipoxie - ICE - hepatic acut insuficiență - renală acută insuficiență - cardiac acut insuficiență - pancreatită acută - insuficiență multiplă de organe -cauzele tulburărilor de homeostazie -șoc , asigurarea calitatii obiecte de cercetare promptitudinea informarii - patobiologie - în timpul sarcinii - - standardizare - forme de organizare - clinică moleculară - controlul calității - metode - beneficii - screening - standardizarea ȘI Fier de călcat Constipație Legătura hemostazei plasmatice Gusa eutiroidiana INDEX ȘI Schimbări - sânge reactiv - bazofilie - leucopenie -leucocitoza - limfocitoza - limfocitopenie - monocitoza - neutrofilie - trombocitoză - trombocitopenie - eozinopenie - eozinofilie - eritrocitoză - eritrocitopenie Imunoglobulina -A -D - E - G - M Imunofluorescență Insulina Interleukina Studiu - celule hematopoietice citochimic - bila - microscopic - lichide ale cavităților seroase - lichid ascitic - microscopic - revărsat pericardic - revărsat pleural - kala - imunochimic - macroscopic - microscopic - coagulologic - trombocite - sânge automatizat - sputa - microscopic - urina - continutul de glucoza - bacteriurie - hemoglobinurie - miros - numărul - microhematurie - transparență - continutul de proteine -conținutul de bilirubină - continutul de sange - continutul de leucocite - conținutul de urobilinogen - culoare - sediment urinar elementele - rinichi - probă -Zimnitskogo - pentru concentrare - pentru reproducerea - funcțional - punctată măduvă osoasă - lichid sinovial - valoare clinică și diagnostică - proprietăți fizice - citologie - sperma - biochimic - imunologic - macroscopic - microscopic - spermatograma - lichid cefalorahidian - bilirubinarhia - glicoarhia - cetonarhia - microscopic - nitriți - proteinarhie - proprietăți fizice și chimice - eritrocitarhie - fizice și chimice - citogenetic - citologic - fluide exsudative ale cavităților seroase - boli ale glandei mamare - boli ale sistemului nervos - boli respiratorii - boli ale corpului uterului - boli ale colului uterin boli ale glandelor endocrine - organe ale tractului gastrointestinal - principii de bază LA Potasiu - în urină - ser Fecale pentru bebeluși Calprotectin Calciu Calcitonina Calcitriol Cariotiparea Carcinom - bronhii - hepatocelular - colorectal - glanda mamară - vezica urinara - esofag - prostata - colul uterin - endometru - ovar Catecolamine Cetonurie Acid - aminolevulinic - urinar , - grăsime liberă - folic Celulele - Kupfer - Motta - tulpina Completa - SZ - Cortizol Creatinină - clearance-ul - urina - ser sanguin creatin kinaza L Laborator clinic și diagnostic Lactat Lactat dehidrogenaza Leucemie - limfoblastic - ascuțit Leptina Lizozima Limfom - Burkitta - B-celula mare Lipaza Lipoproteina (a) INDEX m Magneziu Macroglobulinemie Waldenström Markeri - tumora - CYFRA - HE - ProGRP - Tu M -RK - antigenul carcinomului spinocelular - antigenul cancerului vezicii urinare - proteina S- - biochimic - imunochimic - genetică moleculară - enolaza neurospecifică - antigenul specific prostatic - antigen cancer-embrionar CA - - SA - - SA - - SA - SA - serologic - fetoproteina - gonadotropină corionică umană oameni Cupru leucemie mieloidă - cronică - eritremie Mieloperoxidază , Microhematurie Mioglobină Monitorizarea - sarcina - medicamentul terapeutic - amantadină - acid aminocaproic - amiodarona - amitriptilina - amobarbital - amfetamina - aciclovir - warfarină - haloperidol diazepam - diclofenac - zidovudină - imipramină - indometacin - carbamazepină INDEX - ketamina - clonazepam - lidocaina - metotrexat - morfina - oxazepam - procaina - procainamidă - propranolol - sertalin - teofilina - tiopental de sodiu - tioridazina - parametrii farmacocinetici - fenitoină - fenobarbital fluoxetină - cloramfenicol -clordiazepoxid - clorpromazină - ciclosporină - cimetidină - etosuximidă Uree - urina - ser de sânge Fibroza chistică , Muramidaza H Sodiu - în urină - în serul DESPRE Oxiprogesteron Oxiprolina Tumora - glanda pituitară - glanda mamară - colon și rect Orosomucoid Osteocalcin , P Peptida natriuretică cerebrală Piridinolină Piruvat Plasminogen Plasmacitom Placa -godeu Pneumonie Porfobilinogen Prealbumina Procalcitonina Prolactină , Proteina C proteinurie R Cancer - stomac - pancreas - colul uterin - endometru Reacţie - lanțul polimerazei - caracteristici analitice - în obstetrică - în gastroenterologie - în hematologie - în ginecologie - în dermatologie - în imunologie - în neurologie - în oncoginecologie - în pneumologie în stomatologie - în urologie - în ftiziologie - instrumentare - secvențierea genelor Înregistrare - video digital - imagini ale obiectelor - imunotestul enzimatic teste de aglutinare latex miniaturizare - hemaglutinare pasivă - perspective software - scanner Reglarea ciclului menstrual Renina Receptorii hormonilor steroizi CU Sarcoidoza Sarcomul Kaposi Sindromul de secvențiere a genelor - suprarenogenital - Dauna , - Del Castillo - deficit de dizaharidază - coagulare intravasculară diseminată - Immerslund-Gresbeka INDEX SUBIECTUL - Itsenko-Cushinga , , , - Kallmana - Klinefelter , , - Konna - Kostmann - Cushing - Laurence-Muna-Bidlya - Lesha-Naikhana - malabsorbție - mielodisplazic - Nelson - Rogers - Minereu - Cesari - în Selena-Hellerstedt - Sipple - Felty - Chediaka-Higashi - Shvahman-Diamant - Shereshevsky-Turner , - intoxicaţie endogenă Sistem - informatii de laborator - de funcții Sistemul de hemostază Screening nou-născutului C-peptida Spermatograma proteină C reactivă T Talasemia Testosteron Tehnica de puncție venoasă Tiroidita Tiroxina Transudat Transferrin Trigliceride Tripsina Tromboglobulina Troponinele La Multiplicatori fotoelectronici F Factor - IX - V - VII - VS -X - ХІІа - XIII - necroza tumorala - von Willebrand Fenilalanina Fenilcetonurie Fenotiparea limfocitelor sânge periferic Enzimele - Feritină care conversie angiotensinei Fibrinogen Fibronectin Fosfatază -acru - alcalin , , Fosfor X Tiroidita Hashimoto Chimotripsină Cloruri Colesterolul - lipoproteine - densitate mare] și densitate scăzută densitate foarte scăzută - comun Colinesterază Cromatografie - lichid de înaltă eficiență - gaz-lichid - strat subțire Spectrometria cromatomasei C Boala celiacă Ceruloplasmină Citogenetică Citometrie - curgere - caracteristici analitice celulele sistemului imunitar limitări ale metodei bazele evaluarea legăturii celulare a imunității avantaje fenotiparea limfocitelor sânge periferic E Exudat Enteropatie exudativă Estradiol https://neculaifantanaru com